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Il. ABREVIATURAS
ETAs: Enfermedades transmitidas por alimentos.
BCN: Banco Central de Nicaragua.
APE: Agua Peptonada Estéril.
XLD: Xilosa Lisina Desoxicolato
SS Agar: Salmonella Shigella Agar
TSI: Triple Azlcar mas Hierro
LIA: Lisina Hierro Agar
SIM: Azufre Indol Motilidad
SPSS: Paquete estadistico para las ciencias sociales (siglas en ingles).
LPS. Lipopolisacarido.
H2S: Acido Sulfurico

CO2: Di6xido de carbono
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[I.RESUMEN

Las Enterobacteriaceae son las responsables de la mayoria de las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAS), siendo las principales causantes de
intoxicaciones alimentarias asociadas al consumo de huevos. El objetivo principal
de este estudio, fue detectar la presencia de enterobacterias en huevos
procedentes de 5 granjas avicolas en occidente de Nicaragua. El tamafio de la
muestra fue de 66 huevos tomados al azar, 12 por fase de postura, a los que se
les realizd aislamiento a partir del cascaron externo asi como de clara y yema, las
bacterias fueron identificadas en base a sus reaccione bioquimicas, se tomaron
datos sobre las caracteristicas fisicas de los huevos y de las caracteristicas
higiénico-sanitarias de las granjas. El 78.8% de las muestras presentaron
crecimiento de enterobacterias en el cascaron, siendo la E. coli la que en mayor
porcentaje se encontrd, mientras que en clara y yema el 39.4% presentaron
infeccion, encontrando Shigella spp. en un 18.2%. Se detecté Salmonella spp. en
cascaron con un 3.7% y en clara y yema 1.5%. Los resultados reflejan un alto
porcentaje de huevos infectados los que estan asociados con las inadecuadas
condiciones de manejo y que podria tener repercusiones graves en salud publica,
los resultados fueron reportados a las autoridades correspondientes, para la
implementacion de medidas de prevencién y asegurar un producto inocuo para los

consumidores.
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IV.INTRODUCCION

El huevo es un alimento de gran valor nutricional, es una de las materias primas
de origen animal de mayor consumo diario por su bajo costo de adquisicion, el
cual, le permite estar presente en la mesa de una gran parte de la poblacién
Nicaragliense, ademas de ser utilizado en diversas industrias del sector

alimentario, como panaderias, pastelerias, restaurantes, entre otros.

En Nicaragua, el consumo per capita del huevo en 2012, rondé las 86 unidades y
para este afio, se espera que este supere los 90 huevos por persona al afio. La
produccion de huevos ha ido en ascenso desde el 2009, hasta la actualidad 39.33
millones de docenas de huevos se produjeron en 2012, 37.10 millones de docenas
de huevos alcanz6 en 2011, la produccion de este producto, rico en proteinas.
34.77 millones de docenas de huevos fue en 2010 la produccién del sector
avicola. 32.95 millones de docenas de huevos fue la produccion en 2009, segun

datos oficiales del Banco Central de Nicaragua (BCN).

Las bacterias pertenecientes a la familia de las Enterobacteriaceae, son las
responsables de la mayoria de las enfermedades transmitidas por alimentos
(ETASs), siendo la Salmonella spp. el patdbgeno mas importante causante de
intoxicaciones alimentarias en el mundo. El huevo por su contenido en nutrientes
representa un sustrato excelente para el crecimiento de bacterias, principalmente
Salmonella spp. y otras enterobacterias; por lo tanto se consideran un vehiculo
importante en la transmision de enfermedades, por el consumo de alimentos.
(Torres et al,; 2002)

La salmonelosis humana, es una enfermedad zoondtica que genera cuantiosas
pérdidas econdmicas a nivel mundial, por su elevada morbilidad y mortalidad. En
la Union Europea la salmonelosis ha sido una de las enfermedades transmitidas
por alimentos mas frecuentes, constituyendo el 31% de todos los brotes. Mientras

que en Estados Unidos la Salmonella spp. fue la segunda causa mas comun de
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las ETAs con 1.027.561 casos (11%) siendo la primera causa de hospitalizaciones

y muertes (Valencia et al,; 2012).

El control de las enterobacterias transmitida por alimentos de origen animal, debe
realizarse en todos los niveles de produccion, donde el médico veterinario cumple
un factor primordial en la prevencion de salud publica, a través del desarrollo y
control de buenas practicas de produccion, asi como de la prevencién y control de

enfermedades.

En Nicaragua, no se han realizado estudios sobre la calidad e inocuidad del
huevo, por lo que este estudio pretende detectar la presencia de enterobacterias

en huevos procedentes de 5 granjas avicola en occidente de Nicaragua.
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V.ANTECEDENTES

En Guadalajara, Jalisco se realiz6 un estudio sobre Aislamiento e identificacion de
enterobacterias en conos de cajas de huevos de las cien muestras, resultaron
11% negativas y un 89% positivas; en estas las bacterias aisladas fueron:
Echerichia coli 28%; Klebsiella 27% y Aerobacter 21 %.(Olson et al,; 1983).

Leyva. Realiz6 un estudio sobre Determinacion de Salmonella y enterobacterias
totales en huevos frescos de gallina. Se aisl6 Salmonella en 2 (0,60 %) y
Enterobacterias en 58 (17,57 %). No se aisl6 Salmonella en ninguna de las
muestras del interior del huevo. Se obtuvo crecimiento de Enterobacterias en 1
(0,3 %) clara y yema juntas, en 13 (8,6 %) de las yemas y en ninguna de las

claras. (Leyva et al,; 1996).

Fernandez, realiz6 un estudio sobre control bacteriolégico en huevos provenientes
de crianza artesanal, a la venta en el mercado municipal de Chillan en Chile.
Reportando que entre los microorganismos encontrados un 78% pertenecia a la
familia Enterobacteriaceae, cuyos recuentos variaron en el rango de 1.0 x 10°- 6.5
x 108 UFC/mI, no se detecté Salmonella spp. (Fernandez.et al,; 2005)

Clerc realizo” un estudio sobre deteccién de Salmonella spp, en huevos de gallina
comercializados en ferias de la ciudad de Valdivia. Se aisl6 Salmonella spp, en
siete muestras de cascara, pero no se aislé en ninguna de las muestras de yema.
Las cepas aisladas corresponden a Salmonella Enteritidis., el porcentaje de
muestras contaminadas con Salmonella spp encontrado, fue de 15.6%, valor muy
por sobre el 1% (Clerc et al,;2005).

Loaiza realizaron un estudio sobre Deteccion de bacterias contaminantes en
huevos para consumo en Medellin y su area Metropolitana, se aislaron Bacillus sp;
Pseudomonas sp, Enterobacter sp, Serratia sp., Citrobacter sp., E. coli,
Streptococcus viridans, Klebsiella sp., Staphylococcus sp., Aeromonas sp.,

Sarcinas sp., Acinetobacter sp, E. hermanii, Proteus y Stenotrophomonas

10
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maltophilia. Todos los cultivos y PCR fueron negativos para Salmonella. (Loaiza,
et al,; 2011.)

Sanchez, realizo un estudio sobre Determinacion de la prevalencia de
enterobacterias del género Salmonella spp, en huevos frescos de gallina de
empresas avicolas de la provincia de Tungurahua. Se encontrd6 una Prevalencia
de Salmonella enteritidis de 0.0133% (2/150). (Sanchez et al,; 2013)
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VI.JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) a nivel mundial se
encuentran asociadas al consumo de huevos contaminados y sus derivados,
siendo las enterobacterias los principales agentes responsable de infeccion e
intoxicaciones con sus productos metabodlicos, ocasionando enfermedades y
pérdidas economicas; cada afio aproximadamente 60 millones de personas
alrededor del mundo sufren de intoxicacion alimentaria, los mas expuestos a la
intoxicacion son los nifios (especialmente lactantes), los mayores de 50 afios y
aguellos con una afeccibn médica seria como diabetes o con un sistema
inmunoldgico debilitado. En Nicaragua, no existen datos o estudios reportados
acerca del nivel de contaminacion en los huevos que podrian afectar al
consumidor final de estos mismos, razones por las cuales se realizé un estudio
sobre deteccion de enterobacterias en huevos de gallinas, procedentes de 5
granjas en occidente de Nicaragua; los resultados fueron reportados a las
autoridades correspondientes para la implementacion de medidas de prevencion y

asegurar un producto inocuo para los consumidores.
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VILPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢, Cudles son las enterobacterias presentes en huevos, procedentes de 5 granjas

avicolas en occidente de Nicaragua?

13
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VIILOBJETIVOS.

Objetivo general.

-Detectar la presencia de enterobacterias en huevos procedentes de 5 granjas

avicolas en occidente de Nicaragua.

Objetivos especificos

-ldentificar las enterobacterias en huevos procedentes de 5 granjas en occidente

de Nicaragua.

-Asociar las caracteristicas Clinicas-epidemiolégicas con la presencia de

enterobacterias.

14
jz‘ifajros de Ja (Concgpcz'én &mz’r&z z;%ntﬁno iu&fenia j‘z;r{a &([ﬁjuez Qgintanz’ffa



J’“‘““*\

l CEVED

&5

¥

o TN :ﬁeteccz'o’n de enterchacterias en huevos s procedentes de 5jrzmja5 avicolas en occide nte de %’ocanyua Octubre- W;Viemfrezolj

¥ S

&)
\8
S

IX.MARCO TEORICO

La gallina, es la mas prolffica de las aves, particularmente las ponedoras de los

criaderos avicolas modernos, que producen un promedio de 260 huevos al afio.

El peso y el volumen de los huevos, dependen de la raza y de la edad de las
gallinas, asi como del alimento con que se crien y de la estacion del afio en que
los ponga. Asi, cuanto mas joven sea la gallina, mas pequefios seran los huevos,
y también serdn mas pequefios los puestos en invierno que los puestos en verano.
No obstante; ni el tamafio ni el color de la cascara alteran sus valores nuitritivos,
asi como tampoco lo hacen las manchas eventuales de sangre que puedan tener

en su interior, ni el color mas 0 menos intenso de la yema. (Castell6 et al,;1989).
Partes del huevo

Cascara, aisla el huevo del medio ambiente y regula la respiracion del huevo que
va a estar eliminando CO2 desde la puesta. Es una envoltura dura y calcarea
formada por una red proteica (3%) donde se depositan minerales y que
corresponde, aproximadamente, al 10% del peso del huevo. El carbonato calcico
esta cristalizado en forma de aragonita, lo cual le confiere su dureza. Presenta una
cuticula exterior de naturaleza cérea con una serie de poros (7.000 a 17.000 por
huevo) que permiten el intercambio gaseoso entre el interior y el exterior. La
cascara no tiene aplicacién en alimentacion humana; pero si en alimentaciéon
animal, como fuente de calcio. Las caracteristicas de la céascara son el color
(depende de la estirpe de gallina) y la dureza (depende de factores genéticos,
nutricionales y de manejo). La calidad del cascardon disminuye al incrementarse la
edad de la gallina y aunque no se conoce la causa, se cree que la gallina es capaz
de sintetizar una cantidad uniforme de material para el cascardn en toda su vida,
pero al aumentar paulatinamente el tamafio del huevo, este material debe
distribuirse sobre una superficie mayor, lo que da como resultado un cascarén

mas delgado. (Sauveur et al,; 1993).
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La formacioén del cascardn se vera afectada por factores que afecten la ingestion o
absorcion adecuada de nutrientes, asi como cualquier causa que altere el
ambiente o funcidén uterina, tales como: cambios de presion, temperatura, pH, o
algunas enfermedades como bronquitis infecciosa y sindrome de baja postura.
(North et al,; 1993).

Clara, aqui se distinguen dos partes segun su densidad; el albumen denso vy el
fluido. El aloumen denso rodea a la yema y es la principal fuente de riboflavina y
de proteina del huevo. El albumen fluido es el mas préximo a la cascara, a medida
que el huevo pierde frescura, el albumen denso es menos consistente y termina
por confundirse con el fluido, quedando finalmente la clara muy liquida y sin
apenas consistencia a la vista. A medida que el huevo envejece se va a producir
una alcalinizacion del huevo, la clara va a perder CO2, de un pH en clara7.6-7.9
(recién puesto) pasando al cabo de 21 dias (3-5°C) a un pH de 9.7, como
consecuencia de esto, la ovomucina desestabiliza las uniones, por lo tanto la

altura de la clara va a ser menor (Castell6 etal,; 1989).

Yema, es la porcién amarilla del huevo, esta recubierta por la membrana vitelina
que la separa de la clara y la protege de una posible rotura. El color esti
determinado principalmente por la dieta de la gallina. Puede presentar una
mancha rojiza, que corresponde al disco germinativo, a partir de la cual se
desarrollaria el pollo, en caso que el huevo hubiera sido fecundado. Es una
dispersion de diferentes tipos de particulas suspendidas en una solucion proteica.
La cantidad de proteina sobre sustancia seca es de 31,1% y la de grasa del
65,8%, con gran cantidad de lipoproteinas de baja densidad (LDL) ricas en
colesterol. La fase continua (78%) esta formada por un extracto seco de proteinas
globulares y LDL, mientras que la fase dispersa (20%) lo esta con proteinas

globulares vy lipoproteinas de baja densidad. (Instituto de Estudio del huevo 2006)

Membranas testaceas, estas son dos envolturas una esta adherida al cascarény

otra en contacto con la clara, son de naturaleza proteica y actian como filtro de

defensa contra la entrada de microorganismos. En el polo mas romo del huevo se
16
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separan y forman una cdmara de aire, tanto mayor cuanto mas envejecido esté el

huevo. (Instituto del estudio del huevo 2007)

Camara de aire, se forma en las orillas del huevo, con las membranas
inmediatamente pegadas a la cascara, mientras se enfria, luego de la ovoposicion.
Se localiza en el polo obtuso o ancho del huevo. Es relativamente pequefia en el
huevo recién puesto (3mm) y aumenta de profundidad a medida que pasa el
tiempo. Por tal motivo interviene de manera importante para determinar la calidad
del huevo, entre mas pequefia sea la camara de aire, es mas fresco el huevo.
(Castello etal,; 1989).

Las chalazas, son dos formaciones similares a cordones de un color
transparente-blanquecino, localizados en los ejes longitudinales del huevo que se
forman en el Utero por torsion de las fibras de mucina, secretadas en el magnum.
La funcién principal es la de fijar la yema al centro del huevo, cuanto mas
prominente es la chalaza, mas fresco es el huevo (muchas veces las personas
desconocen esta funcién de las estructuras fijadoras y creen que son partes de la
clara que no se pueden utilizar, o incluso que el huevo estd en mal estado, cuando

en realidad no lo esta). (Sauveur, 1993).

Cuticula, Es la estructura exterior final del cascarén, es una cubierta organica
grasosa que se deposita sobre el cascarén conforme pasa a través de la vagina.
Tiene un espesor de 10 a 30micras, esta compuesta de materia organica llamada
mucina. Su funcién es impedir la entrada de particulas liquidas o sélidas y asi
evitar la invasion microbiana al interior del huevo. Constituye la primera y mas
importante barrera contra la invasién bacteriana. La cuticula regula el intercambio
de gases a través del cascardn y previene la invasion microbiana. (Castell6 et
al,;1989).
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Mecanismos de defensa del huevo.

Los huevos enteros con cascara, son ciertamente los productos alimenticios que
presentan las defensas antimicrobianas naturales mas eficaces. Estas defensas
son de naturaleza fisica (cuticula, cascara, membranas testaceas, viscosidad de la
clara), y quimica (factores antimicrobianos naturales del alboumen). La cuticula es
una capa de naturaleza proteica de un espesor medio de, 10 a 30 micras cuya
funcion es impedir la penetracion de bacterias, mohos y virus al interior del huevo,

ya que obtura la mayor parte de los poros de la cascara (Thapon et al,;1994).

La céscara del huevo, contiene de 7.000 a 17.000 poros, variando su tamafio de
13 micras en el polo ancho a 6 en el estrecho (Castelld et al.; 1989). La mayor
parte de estos poros se encuentran obturados por tapones constituidos por
fragmentos de cuticula. Son estos tapones los que confieren a la cascara su
funcion de barrera, ya que el diametro de los poros descubiertos permite el paso
facil de los microorganismos. Esta es la razon por la que la contaminacion de los
huevos es mucho méas frecuente después del lavado o de cualquier otro

tratamiento que dafie la cuticula.

Las membranas testaceas, son dos; una interna y la externa estan formadas por
una red de fibras de queratina y actian como barrera microbiana. Entre todas las
defensas fisicas del huevo contra la invasién microbiol6gica, las membranas

testaceas representan seguramente la barrera mas eficaz (Thapon et al,; 1994).

Los inhibidores del crecimiento microbiano se encuentran; tanto en la clara liquida,
como en la densa. Su concentracién es sin embargo mas elevada en la clara
densa, que es mas rica en materia seca y mas viscosa. Esta es la razén por la
cual el proceso de licuefaccion de la clara densa durante la conservaciéon de los
huevos, favorece el desarrollo microbiano. Dentro de estos inhibidores del
crecimiento microbiano se encuentra la lisozima, que es una proteina que posee
actividad biolégica de naturaleza enzimatica. Es una 1-4-B-N- acetilmuramidasa,

que hidroliza el enlace glucosidico entre el carbono C-1 del acido N-
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acetilmuramico y el C-4 de la N-acetilglucosamina del peptidoglicano de la pared
de las bacterias Gram positivas. Sin embargo; algunos microorganismos son
capaces; bajo ciertas condiciones, de resistir la accion de la lisozima, como es el

caso del Staphylococcus aureus (Thapon et al,; 1994).

Otro inhibidor, es la Ovotransferrina o ConalbUimina; que inhibe el crecimiento de

bacterias Gram negativas a través de la quelacién del Hierro (Chen et al,; 2001).

Cuando la cuticula, la cascara y las membranas testaceas fallan en su proteccién

contra el ataque microbiano, la clara puede contaminarse.

El pH de la clara del huevo fresco recién puesto, se sitta alrededor de 7,5 siendo
favorable para el desarrollo de la mayor parte de los gérmenes saprofitos. Durante
la conservacion se produce una pérdida de CO2 a través de la cascara, que trae
consigo un aumento de pH que se estabiliza por encima de 9, lo que es un factor
desfavorable para el crecimiento e incluso, la supervivencia de un gran nimero de
microorganismos. De este modo para que el huevo sufra una degradacion intensa,
que conduzca a la putrefaccion del mismo, las bacterias contaminantes deben
alcanzar la yema, cuya composicion la convierte en un excelente medio de cultivo
(Thapon et al,;1994).

Contaminacion bacteriana de los huevos.

El contenido interno de los huevos recién puestos, es generalmente estéril (Jay,
1992). Al momento de la ovoposicidén, los huevos tienen escaso grado de
contaminacion en la superficie debido al paso a través de la cloaca de la gallina
(Brake et al,;2000).

No obstante; en un periodo de tiempo relativamente corto después de la puesta,
en su exterior se pueden encontrar gran cantidad de microorganismos que, bajo
condiciones apropiadas pueden penetrar en los huevos, crecer en su interior y
alterarlos. Entre las bacterias encontradas en los huevos existen representantes

de géneros tales como: Acinetobacter, Proteus, Escherichia, Salmonella, Serratia,
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Enterobacter. Sin embargo, existen estudios que han establecido diversos andlisis
en huevos de gallinas ponedoras, reconociendo que la incidencia de
contaminacion interna es relativamente baja, no es muy frecuente y cuando se
presenta es debida a Salmonellas y de forma secundaria a Estafilococos (Dolman
et al,;1992). Por el contrario, la superficie de la ciscara del huevo lleva, de manera
completamente normal, un nimero elevado de bacterias, que puede variar entre
103-104 (cascara muy limpia) a mas de 107 (cdscara muy contaminada) (Sauveur
et al,;1993).

Hay tres vias posibles por las cuales los microorganismos pueden contaminar los

huevos, las dos primeras se asocian con infecciones del tracto reproductivo:

1. Transovérica: la yema se puede contaminar con sangre que transporta los
patdgenos dentro del foliculo ovarico (Griffiths, et al,; 2002). Los huevos pueden,
en el curso de su formacion, contaminarse ademas con bacterias aportadas por la
alimentacion, que transitan por via digestiva y sanguinea hasta el ovario, como es
el caso de las Salmonellas patégenas para el hombre (Thapon, et al,;1994).

2. Oviductal: la membrana vitelina o huevo blanco es infectada durante el transito a
través del oviducto. Esta es la ruta mediante la cual, la mayoria de los huevos se
contaminan con Salmonella enteritidis, esto se debe a que las células epiteliales
del istmo, son el sitio predominante de colonizacién por parte de esta bacteria (De
Buck et al,;2004).

3. A través de la cascara: los microorganismos de la superficie de la cascara

penetran la membrana de la cascara (Griffiths et al,; 2002).

Existe una serie de factores que influyen en la penetracion de las bacterias a

través de la cascara:

A. Cuticula:

+ Diferencias en la deposicion de la cuticula, entre diferentes gallinas y estirpes.

% Algunas gallinas, producen huevos total o parcialmente sin cuticula en forma
constante.
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% Lacantidad y calidad de la cuticula, disminuye con la edad de la gallina.

B. Cascaron:

% Los huevos con cascara delgada (gravedad especifica <1074), son mas
susceptibles a la invasion bacteriana.

C. La penetracion puede ser asistida por:

+ Dafio en la cuticula: rasgufios de la gallina, acido Urico presente en las heces.

% Presencia de humedad en la cascara.

+ Diferencias de temperatura.

D. La incidencia de la contaminacion aumenta a medida que la edad de la gallina
avanza, debido a la interaccién entre algunos factores:

% La calidad de la cuticula y de la cascara disminuye.

% El medio ambiente se encuentra cada vez mas contaminado.

% Las gallinas se encuentran mas contaminadas (Padron, 1992).

Los huevos puestos por gallinas infectadas, aunque posean una baja cantidad
interna de bacterias, representan un riesgo potencial que aumenta, durante el
almacenaje por periodos prolongados a temperatura ambiente (Hammack et al,;
1993).

Una parte importante de la contaminacién externa de los huevos, procede de los

nidos, de las heces y del polvo del aire (Thapon et al,; 1994).

La recoleccion frecuente de los huevos ayuda a minimizar la exposicién
microbiana (Brake et al,; 2000). Asimismo la rapida refrigeracion de los huevos, a
una temperatura no superior a los 7°C, es fundamental para obtener control sobre

microorganismos como S. enteritidis.

Por otra parte las fisuras en la cdscara pueden tener consecuencias nefastas en la
conservacion de los huevos. Si la cascara permanece intacta, la Unica via de
penetracion de los microorganismos al interior del huevo son los poros. Aunque se
ha reportado que la contaminacion es mas marcada en aquellos huevos puestos

en nidales de paja o material organico, ya que contienen un mayor nimero de
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bacterias que los puestos en nidos autométicos o en bateria (Nadeem et al,;
1999).

Enterobacterias

Familia Enterobacteriaceae; esta constituida por bacilos gramnegativos, no
esporulados que fermentan y oxidan la glucosa, carecen de indofenol oxidasa,
reducen nitratos a nitritos y se hallan ampliamente distribuidos por la naturaleza,
muchas de sus especies tienen como habitat el intestino del hombre y los
animales, mientras que otros pueden parasitar a plantas y tener vida saprofita.
Pueden ser moviles por medio de flagelos peritricos, o pueden carecer de estos y
ser inmoviles. (Valdez et al,;2001) Sus bordes son rectos y sus extremos curvos.
En algunas especies como Proteus las formas joévenes pueden presentarse
formando filamentos. El tamafio promedio de la mayoria de las enterobacterias
oscila entre 0.5 - 2 micras de largo. La presencia de una capsula puede ser
observada en Klebsiella, aunque en algunas cepas de E. coli es posible apreciar la

misma estructura. (Valdez et al,;2001)

Cultivo: La temperatura optima de crecimiento de la mayoria de sus especies es
de 37 °C, aunque algunas E. coli y Salmonella toleran temperaturas hasta 42 °C y

otras como Yersinia y Serratia pueden crecer a bajas temperaturas 1y 5 °C.

Las enterobacterias poseen una estructura antigénica muy compleja;

Mencionaremos los mas importantes.

Antigeno O u somatico: es parte de un lipopolisacarido que se encuentra en la

pared celular. Este lipopolisacarido tiene tres fracciones:

Region uno: oligosacarido que contiene al Antigeno O.
Region dos: polisacarido central constante para un género determinado.

Regidn tres: dado por el lipido A, que constituye la endotoxina.
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Antigeno K o capsular: que esta presente sélo en algunas bacterias capsuladas

como; Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

Antigeno Vi: es un polisacarido que rodea a la bacteria sin llegar a ser una

capsula, y es caracteristico de algunas especies de Salmonella.

Antigeno H o flagelar: Es proteico, es especfifico de especie y esta presente solo

en las especies moviles.
Antigeno F o fimbrial: presente en las fimbrias, son de naturaleza proteica

Factores determinantes de patogenicidad

» La cépsula tiene propiedades de adhesina y es anti fagocitaria.

» Las fimbrias permiten la adherencia a la célula huésped e impiden el barrido por
las barreras mecéanicas de defensa del organismo.

» Algunas especies producen exoenzimas como ureasa, gelatinasa, lipasa,
desoxirribonucleasa, las cuales actian permitiendo que sobreviva la bacteria
dentro del 6rgano afectado.

» Debido a que el Hierro es indispensable para ciertas funciones de las bacterias,
estos microorganismos producen aerobactinas, que permiten la captacion de
Hierro desde el medio.

» Todas las enterobacterias, poseen el lipopolisacérido (LPS) de pared, el cual tiene
accion de endotoxina, esta se libera al destruirse la bacteria.

» Exotoxina: no todas las especies las producen solo las patdgenas obligadas y

poseen efectos especificos. (Biberstein E. et al,;1990)
Caracteristicas de crecimiento

Los representantes de este grupo de microorganismos; son anaerobios
facultativos. Para crecer, utilizan diversos sustratos sencillos. En anaerobiosis, su

crecimiento depende de que en el medio existan carbohidratos fermentables en
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aerobiosis, la gama de sustratos apropiados para su crecimiento incluyen acidos

organicos, aminoacidos y carbohidratos (Biberstein E. et al,; 1990)

Los métodos que se utilizan para aislar las enterobacterias patdgenas, son
distintos dependiendo de si la procedencia de la muestra es intestinal o extra
intestinal. Cuando la muestra no procede del intestino, es significativo el
aislamiento de cualquier representante de esta familia, a partir de sitios que
normalmente son estériles. Se utiliza un medio de cultivo con abundantes
nutrientes (Biberstein E. et al,;1990)

Todos los medios para enterobacterias estan ideados para facilitar la identificacion
de Salmonella de Shiguella o de ambos géneros. Las sustancias basicas de estos

medios son las siguientes:

Una sustancia inhibidora; generalmente una sal biliar o un colorante. Estas
sustancias inhiben el crecimiento de los microorganismos Gram positivos.

Un sustrato que es utilizado o no por Salmonella por Shiguella y por algunos otros
géneros.

Un indicador de pH, que revela si el sustrato ha sido modificado (Biberstein E. et
al,;1990)

En los medios solidos se observan colonias relativamente grandes, de color
grisaceo, de aspecto humedo y bordes definidos. Klebsiella da lugar a colonias
mucoides que tienden a levantarse con el asa de forma filamentosa, esta
caracteristicas se corresponde con la presencia de la capsula, por lo que otras
especies de enterobacterias pueden presentar las mismas caracteristicas. Las
colonias que pertenecen a Proteus, se esparcen en la superficie como sabanas
(Valdez et al,;2001)

Género Escherichia

Dentro del género la especie de mayor importancia es Escherichia coli. (E. coli) se

encuentra en nimero muy elevado en el contenido intestinal y tiene la capacidad
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de suprimir el crecimiento de microorganismos proteoliticos debido a la liberacién
de bacteriocinas (colicinas), sustancias con accion bactericida, y esta relacionado
con la sintesis de vitamina K , fermentadoras de lactosa y moviles. (Mandell et
al,;2006)

E.coli; es causante de varias enfermedades en los animales como es la diarrea

enterotoxigenica, enfermedad de los edemas y colibacilosis aviar.

La colibacilosis aviar: es una enfermedad de importancia en el aspecto econémico,
producida por cepas invasoras de E.coli. Segun la edad de las aves y el modo de
infeccion, la enfermedad adopta varias formas clinicas; en el momento de ser
puesto el huevo, su superficie puede estar contaminada con cepas
potencialmente patégenas. Las bacterias atraviesan la cascara e infectan el saco
vitelino. Si las bacterias se multiplican, el embrién muere, normalmente en la fase
final de la incubacion. Es posible que los embriones que sobreviven mueren poco
después, ocurriendo las bajas alrededor de las 3 semanas, después de nacidos
los pollitos. (Biberstein E. et al,;1990)

Género Klebsiella

El género Klebsiella; esta muy extendido en la naturaleza: en la tierra, el agua, el
polvo, la leche y los alimentos. También se las ve como organismos saprofitos de
las vias respiratorias y del tracto digestivo del hombre y de los animales. Son
microorganismos capsulados, inmoviles, fermentadores de lactosa, que fermentan
la glucosa mediante la via de fermentacion del 2-3 butanodiol al igual que los del

género Enterobacter. (Mandell et al,;2006)

La mayoria, produce colonias sumamente mucoides en placas debido a la
produccion de una cépsula de polisacarido abundante. Son indol negativas y

pueden utilizar citrato como Unica fuente de carbono.
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Género Proteus

Este género esta muy difundido en la naturaleza, se le encuentra en el suelo,
agua, aguas servidas, materiales de animales en descomposicion, tracto intestinal
del hombre, etc. Juega un papel importante en la descomposicion de los

cadaveres.

Se presenta con flagelos periticos muy abundantes que hacen que “hormiguee”
sobre la superficie de un medio sélido de cultivo. Dentro del género Proteus las
especies mas importantes son: P. mirabilis (indol negativo) y P. vulgaris (indol
positivo). Estos microorganismos son lactosa negativos y son productores de
ureasa, factor de patogenicidad en la produccion de infecciones urinarias ya que
esta enzima desdobla a la urea (muy abundante en la orina) en amoniaco y
dioxido de carbono. (Mandell et al,;2006)

Género Shiguella

Shiguella, es inmavil y lisina negativa, no produce gas a partir de la glucosa, con la
excepcion de algunas cepas. No utilizan el citrato como fuente de carbono, no

fermentan el mucato y no producen hidrolisis de la urea.

Género Salmonella

El género Salmonella, estd constituido por bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos, moviles con algunas pocas excepciones (S. pullorum y S.
gallinarum).Se desarrollan entre 8 y 45°C, siendo 37°C su temperatura Optima de
crecimiento. No sobreviven a temperaturas mayores de 70°C. Son bacterias
fermentadoras de glucosa, no asi de lactosa y sacarosa, con produccion de acido

y gas. El pH 6ptimo para su desarrollo varia de 4 a 8 (Acha et al,; 2001).

Existen mas de 2000 serotipos diferentes de Salmonellas, tienen distribucion
mundial e infectan a muchos mamiferos, aves y reptiles y son excretadas
principalmente por las heces. En aves de corral, serotipos tales como S.

26
JZ?/@mJ de Ja (Concg]acz'én &mz’rez z;%ncﬁno gusfenia j‘z;r{a &d;z:yuez 6gg:n'ntanz'ffa



l CEVED \

(vo + * Deteccién de enterchuctorias en kuevos s procedentes de 5 granjas avicolas en occide nte de %’ocanyua Octubre- W;Viemfrezolj

%

enteritidis, S. gallinarum y S. pullorum, infectan los ovarios y pueden ser aislados
desde los huevos. La presencia de Salmonella enteritidis en huevos poco
cocinados, puede dar lugar a intoxicaciones alimentarias en humanos (Quinn et
al,;2002)

Género Serratia

Se trata de bacterias oportunistas, moviles y que fermentan la lactosa con lentitud
o no la fermentan, aerobios facultativos, oxidasa negativo, indol negativo. Tincién
de Gram negativos, anaerobios facultativos, moviles, en forma de barra. Los
microorganismos llevan flagelos peritricos. No resulta complicado su cultivo en
laboratorio. Como Unica especie de enterobacterias, son capaces de producir tres
enzimas, la ADNasa, gelatinasa y la lipasa. Como Unica fuente de carbono,
pueden utilizar el citrato, no forman hidrégeno de azufre. Serratia rubidea y
algunas cepas de Serratia marcescens,forman un colorante rojo (prodigiosina)

bajo exclusién de aire.

Genero Enterobacter

Enterobacter: es un género de anaerobios facultativos, con forma de vara, bacteria
comin Gram negativas, y no formadoras de esporas de la familia
enterobacteriaceae. Varias cepas de estas bacterias, son patdgenas y causan
infecciones oportunistas. ElI género Enterobacter, es un miembro del grupo de
bacterias coliformes. No pertenece al grupo de coliformes fecales de bacterias, al
igual que la E. coli, porque es incapaz de crecimiento en 44.5 °C en presencia de

sales biliares. (Salazar et al,;2006)

El género Enterobacter, fermenta la lactosa con produccién de gas durante una
hora de incubacion de 48 a 35-37 °C en presencia de sales biliares y detergentes.

Es oxidasa negativa, indol negativo y la ureasa negativa.
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Género Acinetobacter

Las especies de Acinetobacter, se encuentran ampliamente diseminadas en la
naturaleza, siendo el agua y el suelo sus principales nichos ecoldgicos. Se han
aislado de numerosos focos y fuentes, incluyendo leche y sus derivados, aves de
corral y comida congelada, son bacterias Gram negativas , inmoviles, saprofitas,
oxidasa positivas y negativas, que se distinguian de otras bacterias por su falta de
pigmentacion. Son bacilos cortos en fase logaritmica de crecimiento, haciéndose
mas cocoides o esféricos en fase estacionaria; se disponen en parejas, cadenas 0
agrupados irregularmente, pueden variar en la tincion, tamafio y disposicion;
ademdas son inmdviles y no forman esporas. Son aerobios estrictos, temperatura
de crecimiento 20 a 44°C, y su temperatura 6ptima es de 30-35°C. Para su

aislamiento se recomienda una temperatura de 30°C. ( Salazar et al,;2006)

Medios de cultivos.

En microbiologia; un cultivo es un método para la multiplicacion de
microorganismos, fundamental para el estudio de las bacterias y otros

microorganismos que causan enfermedades en animales y humanos.

Un microorganismo se puede sembrar en un medio liquido o en la superficie de un
medio sélido de agar. Los medios de cultivo, contienen distintos nutrientes que
van, desde azlcares simples hasta sustancias complejas como la sangre o el
extracto de caldo de carne. Para aislar o purificar una especie bacteriana a partir
de una muestra formada por muchos tipos de bacterias, se siembra en un medio
para observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en
el laboratorio. EI material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el

medio de Cultivo y el crecimiento de los microorganismos.

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial
debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y

presiéon de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad.
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Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento

necesarios y debe estar exento de todo microorganismo contaminante.

Temperatura

Los microorganismos mesdfilos, crecen de forma 6ptima a temperaturas entre 15y
43°C. Otros como los psicrofilos crecen a 0°C y los termofilos a 80°C o incluso a
temperaturas superiores (hipertermdfilos). En lineas generales, los patdégenos
humanos crecen en rangos de temperatura mucho mas cortos, alrededor de 37°C,

y los saprofitos tienen rangos mas amplios.

Humedad

Un nivel minimo de humedad, tanto en el medio como en la atmédsfera, es
imprescindible para un buen desarrollo de las células vegetativas microbianas en
los cultivos. Hay que prever el mantenimiento de estas condiciones minimas en las
estufas de cultivo a 35-37°C proporcionando una fuente adecuada de agua que
mantenga la humedad necesaria para el crecimiento de los cultivos y evitar asi

gue se deseque el medio.
Oxigeno

Gran cantidad de bacterias pueden crecer en una atmosfera con tension de
oxigeno normal. Algunas pueden obtener el oxigeno directamente de variados
sustratos. Pero los microorganismos anaerobios estrictos, sélo se desarrollaran
adecuadamente en una atmoésfera sin oxigeno ambiental. En un punto intermedio,
los microorganismos microaerofilos crecen mejor en condiciones atmosféricas
parcialmente anaerobias (tension de oxigeno muy reducida), mientras los
anaerobios facultativos tienen un metabolismo capaz de adaptarse a cualquiera de

las citadas condiciones.
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pH

La concentracion de iones hidrégeno, es muy importante para el crecimiento de
los microorganismos. La mayoria de ellos se desarrollan mejor en medios con un
pH neutro, aunque hay quienes requieren medios mas o menos acidos. No se
debe olvidar que la presencia de acidos o bases en cantidades que no impiden el
crecimiento bacteriano pueden sin embargo inhibirlo o incluso alterar sus procesos

metabdlicos normales.
Esterilidad del medio

Todos los medios de cultivo han de estar perfectamente estériles, para evitar la
aparicién de formas de vida que puedan alterar, enmascarar o incluso impedir el
crecimiento microbiano normal del o de los especimenes inoculados en dichos
medios. El sistema clasico para esterilizar los medios de cultivo es el autoclave

(que utiliza vapor de agua a presion como agente esterilizante)

Disponibilidad de nutrientes adecuados

Un medio de cultivo adecuado para la investigacion microbiolégica ha de contener,
como minimo, carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y sales inorganicas. En muchos
casos seran necesarias ciertas vitaminas y otras sustancias inductoras del
crecimiento. Siempre han de estar presentes las sustancias adecuadas para
ejercer de donantes o captadores de electrones, para las reacciones quimicas que

tengan lugar.

Agar XLD

El agar XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) es un medio selectivo diferencial,
utiizado para el aislamiento y diferenciacion de patdgenos entéricos Gram

negativos, especialmente del género Shigella.
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Fundamento

Agar XLD; es un medio selectivo y de diferenciaciéon. Contiene extracto de
levadura como fuente de nutrientes y vitaminas. Utiliza el desoxicolato de sodio
como agente selectivo y, por consiguiente, inhibe los microorganismos Gram
positivos. La xilosa, se incorpora en el medio, dado que la fermentan
practicamente todos los entéricos, excepto Shigella y esta propiedad hace posible
la diferenciacion de dicha especie. La lisina se incluye para permitir la
diferenciacion del grupo Salmonella de los organismos no patégenos, dado que,
sin lisina, Salmonella fermentaria rapidamente la xilosa y no se distinguiria de las
especies no patdégenas. Cuando la Salmonella agota el suministro de xilosa, la
lisina es atacada por la enzima lisina descarboxilasa, lo que genera un cambio a
un pH alcalino que imita la reaccién de Shigella, para evitar el cambio similar en
los organismos coliformes positivos a la lisina, se afiaden lactosa y sacarosa para
producir acido en exceso. Para aumentar la capacidad de diferenciacién de la
formula, se incluye un sistema indicador de H2S, formado por tiosulfato sodico y
citrato férrico amonico, para la visualizacién del acido sulfthidrico producido, lo que
origina la formacion de colonias con centros de color negro. Los organismos no
patégenos no productores de Hz2S no descarboxilan la lisina; por tanto, la reaccion
acida producida por dichos organismos evita el oscurecimiento de las colonias, lo

gue sucede so6lo con pH alcalino o neutro.
Crecimiento positivo

La fermentacion de la Xilosa, lactosa y sucrosa, genera la produccion de acido
provocando un cambio de color en el medio de rojo a amarillo. La produccion de
Hz2S en condiciones alcalinas produce colonias con centro negro. Esta reaccién se
ve inhibida en condiciones acidas acompafiadas de la fermentacién de
carbohidratos. La decarboxilacion de la lisina en ausencia de fermentacién de
sucrosa Yy lactosa causa reversion en condiciones alcalinas y el color del medio

cambia de nuevo a rojo.
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La morfologia y color de las colonias en agar XLD son las siguientes:
Salmonella: Colonias rojas con centro negro.

Shigella: Colonias rojas

E.coli: Colonias grandes, amarillas, algunas cepas pueden ser inhibidas.
Enterobacter/ Klebsiella: Colonias amarillas, mucoides

Proteus: Colonias rojas a amarillas, muchas cepas presentan centro negro.

Salmonella Shigella Agar

Salmonella Shigella Agar (agar SS) es un medio selectivo y de diferenciacion para
el aislamiento de bacilos entéricos patdégenos, en especial los pertenecientes al

género Salmonella, a partir de muestras clinicas
Fundamento

En el medio de cultivo la pluripeptona y el extracto de carne, aportan los nutrientes
para el desarrollo microbiano. Las sales biliares y el verde brillante inhiben el
desarrollo de una amplia variedad de bacterias Gram positivas, de la mayoria de
los coliformes y el desarrollo invasor del Proteus spp, la lactosa es el hidrato de
carbono fermentable. El tiosulfato de sodio permite la formacion de H2S que se
evidencia por la formacion de sulfuro de Hierro. El rojo neutro es el indicador de
pH y el agar, es el agente solidificante. Los pocos microorganismos fermentadores
de lactosa capaces de desarrollar, acidifican el medio haciendo virar al rojo el

indicador de pH, obteniéndose colonias rosadas o rojas sobre un fondo rojizo.

Salmonella, Shigella y otros microorganismos no fermentadores de lactosa, crecen

adecuadamente en el medio de cultivo, y producen colonias transparentes.

La produccion de &cido sulfhidrico se evidencia como colonias con centro negro
debido a la formacion de sulfuro de Hierro. Para aumentar la selectividad, se

recomienda incubar previamente la muestra en Selenito Caldo
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Resultados Positivos

Después de la incubacion; registrar el crecimiento de microorganismos, las
caracteristicas tipicas a observar incluyen: tamafio de la colonia color y
morfologia, después del crecimiento los no fermentadores de lactosa apareceran
como colonia sin color mientras que cualquier comensal fermentador de lactosa
que sea habil para crecer en el medio aparecera en forma de colonias rosa o
rojas. La mayoria de la Salmonella a menudo aparecera con un punto negro en el

centro que indica formacion de H2S.
La morfologia y color de las colonias en SS agar son las siguientes:

E. coli: Crecimiento ligero, color rosa o rojo
Enterobacter/Klebsiella: Crecimiento leve, color rosa

Proteus: Incoloro, con centros blancos

Salmonella: Incoloro, generalmente con centro de color negro
Shigella: Incoloro

Pseudomonas: Crecimiento leve e irregular

Bacterias Gram positivas: Ausencia de crecimiento

Agar MacConkey.

Se trata de un medio selectivo, para el aislamiento de enterobacterias y diversos
bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores de lactosa aerobios y
anaerobios facultativos. Puede utilizarse para todos los tipos de muestras clinicas

y para una diversidad de materiales no clinicos
Fundamento

En el medio de cultivo; las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla
de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el
desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva. EI agar es el agente
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solidificante. Por fermentacion de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la
colonia. Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la
absorcion en las colonias y la precipitacion de las sales biliares. Los

microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras.
Resultados Positivos

Microorganismos fermentadores de lactosa: colonias rosadas rojizas,
Puede observarse halo de precipitacion biliar.
Microorganismos no fermentadores de lactosa: colonias del

Color del medio, incoloras.

La morfologia y color de las colonias en agar MacConkey son las siguientes:

E. coli: Colonias de color de rosa a rojo (pueden estar rodeadas de una zona con

precipitacion de bilis) Enterobacter, Klebsiella Colonias mucoides de color rosa

Proteus: Colonias incoloras, inhibicion de agrupamiento dinamico alrededor de

colonias aisladas.

Salmonella, Shigella: Colonias incoloras. Color del medio: Anaranjado a ambar

Pseudomona: Colonias irregulares, de incoloras a color rosa
Agua Peptonada

Medio de cultivo empleado para el preenriquecimiento de microorganismos a
partir de diferentes muestras. Es ampliamente utilizado en los protocolos de

control higiénico de alimentos para la busqueda de Salmonella spp.

Fundamento

El Agua Peptonada Bufferada; mantiene un pH alto durante el periodo de
preenriquecimiento y anula los efectos del dafio celular que pueden ocurrir a pH
acido. Esto es particularmente importante en las muestras de vegetales que tienen
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una baja capacidad reguladora. También puede ser utilizado para evaluar

alimentos de aves de corral.

En el medio de cultivo; la peptona, es la fuente de carbono, nitrdgeno, vitaminas y
minerales. El cloruro de sodio mantiene el balance osmoético y los fosfatos forman

un sistema buffer que regulan el pH del medio.

Resultados Positivos

El crecimiento microbiano se observa por la turbidez del medio.

Caldo de selenito f

El caldo Selenito: sirve para el enriquecimiento de Salmonellas y Shigellas a partir
de muestras como heces y orina. Es inhibidor de otros coliformes que incluyen
algunas de las especies de Shigella. Este medio funciona mejor bajo una reducida
tension de oxigeno y para que sea mas Optimo, se recomienda distribuirlo en
tubos que proporcionen por lo menos 5 cm de profundidad. El medio preparado es

claro y ligeramente amarillento.

Fundamento

En el medio de cultivo; la peptona aporta los nutrientes necesarios para el
adecuado desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, el
selenito de sodio inhibe la flora Gram positiva y la mayoria de la flora entérica

excepto Salmonella spp, durante las primeras 8-12 horas de incubacion.

Resultado positivo

El crecimiento microbiano se observa por turbidez.
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Pruebas bioquimicas

El estudio bioquimico que se lleva a cabo como complemento de otros estudios
bacterioldgicos, es posible gracias a las reacciones fisioldgicas y quimicas que
llevan a cabo los microorganismos. Para esto se emplean medios de cultivo
enriquecidos con productos Utiles para el metabolismo celular, los cuales ademas
contienen algun indicador que hace cambiar el color del medio, al efectuar dichos
microorganismos sus funciones. Estos varian en su capacidad para utilizar
diferentes compuestos (por ejemplo: carbohidratos, urea, citrato, etc.), para

algunos microorganismos que se usan en su identificacion en el laboratorio.

La identificacion de un aislamiento bacteriano, puede realizarse utilizando
diferentes combinaciones de caracteristicas y diferentes criterios en la evaluacién
de similitudes. Los ensayos bioquimicos tradicionalmente utilizados, llamadas
pruebas bioquimicas convencionales, generalmente determinan la actividad de
una via metabdlica (conjunto de reacciones quimicas), a partir de un sustrato que
se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer transforma o no.
Existen diferentes sistemas que facilitan la realizacion de tales ensayos, porque
proponen el mejor conjunto de pruebas bioquimicas para la identificacion de un
grupo bacteriano, porque simplifican la interpretacién de un resultado utilizando un
valor numérico, ya que proveen los reactivos listos para su uso y son totalmente

automatizables.

Agar citrato

Esta prueba sirve para determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato
como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como Unica fuente de
nitrdgeno en su metabolismo, provocando una alcalinizacién del medio. Entre las
enterobacterias, estas caracteristicas se dan en los siguientes géneros:
Enterobacter spp, Klebsiella spp, Serratia spp, Citrobacter spp y algunas especies
de Salmonella spp, sin embargo, Escherichia, Shigella, Salmonella typhi y

Salmonella paratyphi, son incapaces de crecer con esos nutrientes.
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Se cultiva el microorganismo en agar citrato de Simmons. Este medio contiene
citrato de sodio y fosfato de amonio como fuentes de carbono y de nitrégeno
respectivamente y azul de bromotimol como indicador de pH. Soélo las bacterias
capaces de metabolizar el citrato podran multiplicarse en este medio y liberaran
iones amonio lo que, junto con la eliminacion del citrato (acido), generar4 una
fuerte basificacion del medio que sera aparente por un cambio de color del
indicador de pH, de verde a azul.

RESULTADO +: Crecimiento con un color azul intenso en el pico de flauta.

RESULTADO -: No se observa crecimiento ni cambio de color, apareciendo verde

Indol

Mediante esta prueba, se detecta la liberacion de indol en un cultivo bacteriano,
dicha liberacion se debe a la degradacidon del aminoacido triptéfano mediante la
enzima triptofanasa. Para la realizacion de esta prueba la bacteria se cultiva
durante 24-48 horas en un caldo de triptona con NaCl al 0,5% (la triptona presenta
abundante triptdfano). Para la posterior deteccion del indol se usa el reactivo de
Kovacs, cuyos componentes son los siguientes: Alcohol amilico o isoamilico

(puede sustituirse por alc.butilico) p-dimetilamino-benzaldehido HCI (concentrado)

Si la bacteria posee la enzima triptofanasa, al afadir 5 gotas del reactivo de
Kovacs al medio, se producird un anillo de color rojo en la superficie del caldo y la
prueba serd considerada positiva. Si esto ocurre después de 24 horas, la prueba
se considera completa, pero si es negativo debera incubarse otras 24 horas y
repetirse la prueba.

RESULTADO +: Anillo de color rojo en la superficie del medio.

RESULTADO -: Anillo del color del Reactivo de Kovacs (ocre oscuro)
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.Prueba de la Movilidad

Sirve para determinar, si un organismo es movil o inmovil. Las bacterias tienen
movilidad por medio de sus flagelos que se encuentran principalmente entre los
bacilos, aunque existen algunas formas de cocos moéviles. El medio manitol
movilidad permite la realizacién de esta prueba gracias a ser semisélido, ya que
presenta solamente 3,5 g/l de agar. En estas condiciones, las bacterias moviles
producirdn un enturbiamiento homogéneo del medio debido a la distribucion
aleatoria de los microorganismos. Por el contrario, las bacterias inmoviles
permaneceran en la misma linea de la picadura en que se sembraron. Entre las
enterobacterias, la movilidad nos permite diferenciar el género Klebsiella spp (-) de

las restantes que suelen ser movilidad (+).
RESULTADO +: Aparece una turbidez que se difunde por todo el tubo.

RESULTADO -: Se produce una linea de crecimiento limitada a seguir la linea de

siembra, mientras que el medio que la rodea se mantiene claro.
Prueba del acido sulfhidrico

La presencia de un precipitado negro en los tubos de los medios SIM indica la
formacion del acido sulfhidrico.

Agar Azucar Triple Hierro (TSI).

Este medio de identificacién contiene glucosa, sacarosa y lactosa, el agar TSI es
uno de los mas usados para ver la fermentacién de carbohidratos en la familia
Enterobacteriaceae. Se pueden tener varias posibilidades de fermentacion de

acuerdo a las caracteristicas metabdlicas del microorganismo como son:

Utilizacién de glucosa sola. Los microorganismos que fermentan solo la glucosa
provocan en este medio una reaccion alcalina en la superficie (roja) sobre un

fondo &cido (amarillo, k/a) debido a que realizan una degradacion aerébica de la
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glucosa en la superficie, convirtiendo el piruvato en agua y diéxido de carbono.
Después de 18 a 24 horas de incubacion, como la concentracion de glucosa es
baja (0.1%), los microorganismos empiezan a utlizar las peptonas que se
encuentran en el medio, causando la liberacion de amoniaco y produciendo un pH
alcalino (rojo), gracias al rojo de fenol que tiene el medio como indicador de pH.
En el fondo, como no hay oxigeno, se realiza una degradacion anaerobica y el
piruvato se convierte en lactato con lo cual el pH disminuye quedando el pH acido

(amarillo).

Utilizacién de lactosa y sacarosa: algunos microorganismos tienen la facultad de
fermentar la glucosa y la lactosa resultando una reaccion &acida en la superficie
(amarilla) y acida en el fondo (amarilla, a/a). En este caso después de 18 a 24 hrs
como la concentracién de lactosa es alta (1.0%), o sea 10 veces mas que la de la
glucosa presente, no se ha utilizado completamente y la acidez persiste tanto en el
fondo como en la superficie, en el caso de usar sacarosa la reaccion seria la

misma.
Agar de Hierro y Lisina (LIA)

Algunos microorganismos son capaces de provocar la descarboxilacidon de los
aminoacidos por induccién de enzimas especificas, el resultado de esta
descarboxilacion es la produccion de una amina o diamina y didxido de carbono,
tal es el caso de la produccion de la enzima lisina descarboxilasa, la cual al actuar

sobre la lisina produce una diamina llamada cadaverina.

En el medio LIA, se puede detectar la produccién de la lisina descarboxilasa ya
que se produce una reaccion coloreada por un cambio en el pH del medio, que
contiene como indicador purpura de bromocresol. Un cambio del color original del
medio (morado) hacia amarillo, en el fondo indica una reaccion acida por la
fermentacion de una pequeiia cantidad de glucosa en el medio. Si el
microorganismo produce lisina descarboxilasa, la accion de esta enzima sobre la

lisina dara lugar a la cadaverina, la cual provocard un cambio de pH hacia la
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alcalinidad, dando un color morado que sobrepasa la acidez debida a la glucosa,
asi pues, un fondo amarillo indica que no se produce lisina descarboxilasa y un

color morado que si es producida.
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X.MATERIALES Y METODOS:
Tipo de estudio: Corte transversal

Poblacién de estudio: 5 granjas avicolas; semi-tecnificadas, ubicadas 3 en el

Departamentos de Ledn y 2 ubicadas en el departamento de Chinandega, con

explotacion de ponedoras
Area de estudio:

El departamento de Leo6n esta ubicado en la parte occidental del pais entre las
coordenadas 12° 26' de latitud norte y 86° 53' de longitud oeste.

Limita al norte con los municipios de Quezalguaque y Télica al sur con el Océano
Pacifico al este municipios de Lareynaga, La Paz Centro y Nagarote al oeste con
los municipios de Corinto y Chichigalpa (Dpto. de Chinandega). Altitud sobre el

nivel del mar 109.21 m.s.n.m.

El departamento de Chinandega, esta ubicado entre las coordenadas 12° 37' de
latitud norte y 87° 07' de longitud oeste, limita al norte con los municipios de
Somotillo y Villanueva al sur municipios de Chichigalpa, El Realejo y Posoltega al
este con los Municipios de Villanueva y Télica. Al oeste con los municipios de El

Viejoy Puerto Morazan. Altitud sobre el nivel del mar 70.42 m.s.n.m.

Tamafo de la muestra: 180 huevos procedentes de 5 granjas avicolas semi-
tecnificadas con explotacién de ponedoras a manera que todas las granjas posean
grupos de aves en las tres diferentes fases de postura, sin embargo se procesaron
132 huevos procedentes de las 5 granjas avicolas semi-tecnificadas con
explotacion de ponedoras, por no poseer grupos de aves en las tres diferentes
fases de postura. Estos 132 huevos fueron procesados en pareja de acuerdo a la
fase que pertenecia realizandoles examenes fisicos y microbiolégicos una vez

establecidos los grupos de cada fase.
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Seleccién de la muestra: Se tomaron 12 huevos de forma aleatoria de cada una
de las fases de postura (inicial, intermedia y final) de los diferentes grupos de aves
en cada granja, siendo 6 huevos para examen fisico y 6 para examen bioquimico

por cada granja.
Tomay transporte de las muestras:

Las muestras, fueron tomadas con guantes estériles usando un guante por cada
huevo fresco, con el fin de evitar la contaminacion cruzada, cada muestra fue
rotulada con codigo Unico en el guante empleado para su recoleccion , todos
fueron depositados en un termo a 4-8 °C para su transporte al laboratorio de
microbiologia, en la escuela de medicina veterinaria de la universidad nacional
autonoma de Nicaragua UNAN-Ledn, donde se procedio a realizar la deteccion de

enterobacterias en la parte externa e interna de los huevos.
Recoleccion de datos.

Se utilizd una ficha de recoleccion de datos de las granjas que contiene los
siguientes acapites: datos generales, informacién productiva de la granja, manejo
general, instalaciones, control de fauna nociva,
adquisicion/vaciado/repoblacion/desinfeccién, otras consideraciones,

bioseguridad, aspectos clinicos epidemiolégico (ver anexos).

La ficha morfologia de las caracteristicas fisicas e higiénicas de huevo, se utilizd
para obtener informacion del examen fisico de los huevos y se compone de los

siguientes acapites: cascaron, clara, yema, y camara de aire. (Ver anexo)

Analisis de las muestras.

Los cascarones(C) se lavaron en 100 ml de agua peptonada estéril (APE), luego
se procedié a lavar los cascarones con agua destilada estéril y alcohol, y secar
con una gasa estéril, se perforaron por la camara de aire con una puntilla estéril, el
contenido del huevo (clara- yema) se mezclé en el propio cascaron con una
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jeringa estéril y se tomé 1ml de mezcla que se incubo en 9ml de APE en una
relacion de 1:10. (APE+ clara-yema) La mezcla se depositd en un tubo de ensayo
de 15ml, se almaceno 10ml para detectar el crecimiento de microorganismos sin
previo enriquecimiento de la muestra. Ambas mezclas (APE+ C) y (APE+ clara
yema) se incubaron a 37C° por 18-24 hora y posteriormente, fueron inoculadas en
agar MacConkey y agar XLD he incubadas a 37°C por 18-24 horas. Para la
bdsqueda de enterobacterias.

Deteccién de Salmonella spp.

De las mezclas anteriores (APE+ C) y (APE+ clara yema) se le agrego 1ml a 9ml
de selenito F, en relacion 1:10 se incubo a 37°C por 18-24 horas y a partir del
crecimiento de este, se realizaron los cultivos en los medios agar MacConkey y
agar SS, los cultivos en los agares mencionados fueron incubados a 37C° por 18-
24 horas.

Identificacion bacteriana

Se identificé la morfologia de las colonias en todos los agares mencionados y se
procedio a la identificacion de las bacterias, mediante la realizacion de pruebas
bioquimicas Triple azicar mas hierro (TSI), Lisina Hierro agar (LIA), Citrato y
Azufre, Indol, Motilidad (SIM), preparados segun las indicaciones de manufactura
(OXOID).

Anédlisis de los datos

Los resultados fueron procesados en estadisticos descriptivos como frecuencias
relativas y las asociaciones se determinaron por analisis de Chi cuadrado mientras
que los gréficos de barra y sectores, se utilizaron para la presentacion. Los datos
fueron registrado y analizadas en el Paquete Estadistico, para las Ciencias
Sociales (SPSS) versién 19.
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XI.LRESULTADOS

Al realizar el aislamiento de Enterobacterias en 66 muestras de huevo
procedentes de 5 granjas avicolas del occidente de Nicaragua, se encontré que el
cascaron presentaba un 78.8% de contaminacion bacteriana y clara/yema 39.4
%(Grafico N° 1)

Respecto al aislamiento de Enterobacterias en cascaron, se encontro E. coli en un
40.7%, Enterobacter spp 24.1%, Klebsiella spp 11.1 %, Proteus spp Yy
Acinetobacter spp en 5.6%, Salmonella spp, Citrobacter spp y Shiguela spp 3.7%,
Serratia spp 1.9 %. (Grafico N° 2)

En el aislamiento de Enterobacterias a partir de Clara/Yema,se encontré Shiguella
spp 18.2 %, E. coli 10.6 %, Klebsiella spp 4.5%, Enterobacter spp 3%, Salmonella
spp Yy Serratia spp en 1.5%. (Gréafico N° 3)

Al realizar el andlisis fisico de los 66 huevos, se observé que el 82% de estos
presentaban ambas chalazas y el 18% presentaba solamente una. (Grafico N° 4).
El color de la yema en 61% de los huevos fue amarilla, el 24 % amarillo palido vy el
15 % de color naranja (Grafico N° 5). Al observar las claras el 76 % fue de color
amarilla y el 24 % transparente (Grafico N° 6). La limpieza del cascaron un 70 %
de los huevos no presentaba suciedad, el 26 % presentaba heces y el 4 % basura
(Gréfico N° 7)

De las cinco granjas avicolas, se observo que las razas de gallinas ponedoras que
explotan son Deklad White 46 %, Hi Line 36 % y Hisex Brown 18 % (Grafico N° 8).

De los aislamientos bacterianos en cascaron de acuerdo a las razas de gallinas
ponedoras, se observd que la raza Hisex Brown, fue la que menor contaminacion
bacteriana presento con un 37.5% de E. coli unicamente, la Hi line, se vio afectada
por Klebsiella spp, Proteus spp, Enterobacter spp y Shiguella spp con un 16.7 %

respectivamente. La Dekald White, fue la mas afectada por Klebsiella spp,
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Enterobacter spp y Shiguella spp con 5.6% (Gréafico N° 9), afectada con E. Coli
66.6 %, Salmonella spp con 11 % (Grafico N°9)

De los aislamientos bacterianos en clara/yema de acuerdo a las razas de gallinas
ponedoras, se pudo ver que la Hisex Brown, se encontré6 contaminada solamente
por E. coli con un 25%, la Hi line por Klebsiella spp 8.3% y Serratia spp 16.7%, la
Dekald White con E. coli 13.3%, Salmonella spp 3.3%, Enterobacter spp 6.7% y
Shiguella spp 40% (Grafico N° 10)

En los aislamiento bacteriano de clara/yema de acuerdo a la clinica, se observo
que presentaron diarrea los que fueron positivos a E. coli 14.3%, Salmonella spp
100%, Klebsiella spp 33.3% y Enterobacter spp 100%. Los que tuvieron
disminucion de la postura fueron positivos a E. coli 42.9% y la dificultad
respiratoria los positivos a Klebsiella spp 66.7% y Serratia spp 100% (Grafico N°
11).

De informacién productiva de la granja, se observa que la granja 1 y la granja 4
contaban con las tres etapas de postura y que todas las granjas contaban con la
fase final (Tabla N° 1)

De informacién sobre bioseguridad en las granjas avicolas, se observd que la
granja 1 la granja 2 no cuentan con registro de visitas, las granjas 1, 2 y 3 no

poseen pediluvios ni médulos sanitarios (Graficos N° 2)

De informacion Clinica-Epidemiologica, se observd que las granjas 3, 4 y 5
presentaron muertes recientes, y solo dos granjas tuvieron aves enfermas

recientes (Tabla N° 3)
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XII.DISCUSION

En este estudio se encontré un alto porcentaje (78.8%) de enterobacterias en el
cascaron externo, resultado que no debe alarmar por la procedencia de dichas
bacterias, estos resultados, son similares al estudio de Fernandez, quien reporta
un 78% de huevos con enterobacterias en el cascaron de huevos. (Fernandez et
al,;2005) Los altos porcentajes de contaminacion en ambos estudios, quizas sea
por una deficiencia de manejo en las granjas avicolas, estos estudios difieren al de
Leyva, al reportar un porcentaje inferior (17.57%), esto probablemente indica que

los huevos de dicha granja posee un mejor manejo sanitario. (Leyva et al,; 1996)

En el analisis interno de clara y yema homogenizadas, se detectd una cantidad
considerable con enterobacterias (39.4%), resultados superiores a los encontrados
por Leyva que aisl6 0.3% de enterobacterias en clara yema homogenizadas,
mientras al analizarlas por separado encontré 8.6% en yemas y ninguna en clara,
(Leyva et al,; 1996), estas condiciones pueden darse por varios factores
intrinsecos al ave como la edad, ya que a mayor edad disminuye la calidad del
huevo y el espesor de la cuticula sera menor a 5 micras. La raza, algunas aves
producen huevos desprovistos de cuticula, factores extrinsecos como
temperatura, el huevo recién puesto se encuentra caliente y al tener contacto con
heces frias las bacterias penetran al interior del huevo, ventilacion, estrés,
alimentacion, manejo deficiente de la granja y el manejo higiénico sanitario del
personal, son factores que contribuyen a que se desarrollen infecciones del tracto

reproductivo de las aves a nivel transovarica y oviductual .

Se aislaron enterobacterias, en cascarones intactos siendo las predominantes
E.coli y Enterobacter spp, bacterias microbiotas de la flora cloacal de la gallina,
estas bacterias pueden producir enfermedades en los humano solo bajo ciertas
condiciones, tales como: la dosis infectante, especie y serotipos bacterianos asi
como el estado inmunoldgico del receptor, no obstante la deteccion de Salmonella

spp es importante debido a su alta patogenicidad, estos datos concuerdan con los
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resultados del estudio realizado por Leyva y Clerc encontrando los mismos

géneros de enterobacterias(Leyva et al,;1996, Clerc et al,; 2003)

De los aislamientos en clara y yema homogenizadas, se detectaron
enterobacterias, siendo los géneros predominantes Shiguella spp y E.coli, la
presencia de E. coli dentro del huevo, quizdas se deba a una contaminacion
transovarica y oviductual, la Shiguella spp al tener un alto porcentaje (18.2%)
sugiere que posee mecanismos especificos que le permitan atravesar el cascaron
con mayor facilidad. Se aisl6 Salmonella spp, en 1.5% de las muestras totales,
detectar tales género en el interior de los huevos, es de interés veterinario, ya que
la contaminacion puede estar asociada a malas practicas de manejo, la salud
publica también se ve afectada al consumir huevos contaminados que pueden
causar intoxicaciones alimentarias, sin embargo, debido a los habitos alimenticios
de los Nicaraglenses de poco consumo de huevo crudo, no se han reportados

brotes de intoxicaciones o infecciones asociadas al consumo de huevos.

En el examen fisico, no se encontr6 ninguna anormalidad que indicara la posible
contaminacion de los huevos frescos comerciales, pese a que no se realizd
tipificacion de las enterobacterias encontradas segun Gantois, 2008 “Salmonella
Enteritidis, es la Unica bacteria que puede atravesar el huevo y multiplicarse dentro

de él sin inducir cambios notables”.

Tres razas de gallinas ponedoras son explotadas en las granjas muestreadas,
siendo las predominantes Dekalb White, esto puede deberse a que los avicultores
consideren esta raza de mayor rentabilidad, ya sea por la produccién de huevos,
resistencia a enfermedades y por ser mas cotizado por los consumidores el huevo

blanco que el moreno.

Las razas Dekalb White y Hi Line, son las mas afectadas con diferentes
enterobacterias en cascaron y en menor porcentaje Hisex Brown. De las dos
primeras mencionadas coinciden en tres géneros de enterobacterias y difieren en

tres, Dekalb White, es la Unica de las tres razas que presento Salmonella spp.
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Siendo analizados todos los cascarones por cultivos bacteriolégicos, caldo

enriquecido (selenito F) y pruebas bioquimicas.

En el andlisis de clara y yema, resultaron positivas a enterobacterias las tres razas
de gallinas muestreadas, siendo la mas afectada Dekalb White con 5 géneros,
seguida de Hi Line con 2 y Hisex Brown 1,.cabe mencionar que Dekalb White es la
Unica que presenta Salmonella spp. Las bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, son las responsables de la mayoria de las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs), siendo Salmonella spp. El patdgeno mas
importante causante de intoxicaciones alimentarias en el mundo. El huevo por su
contenido en nutrientes representa un sustrato excelente para el crecimiento de
bacterias, principalmente Salmonella spp. Y otras enterobacterias, por lo tanto, se
consideran un vehiculo importante en la transmision de enfermedades por el

consumo de alimentos. (Torres et al,;. 2002)

Del aislamiento de enterobacterias en clara y yema homogenizada, se asocian las
enfermedades padecidas por las aves procedentes de las granjas muestreadas,
que presentaban cuadros gastroentericos provocados por E.coli, Salmonella spp,
Klebsiella spp y Enterobacter spp, estos géneros coinciden en las mismas
caracteristicas de dichos cuadros, en la asociacion de los géneros bacterianos
aislados de clara y yema con las caracteristicas clinicas, se observd que Serratia
spp Yy Klebsiella spp, tienen antecedentes de dificultades respiratorias, lo que es
congruente con las patologias propias de estos agentes, mientras que la
diminucién de la postura se asocia con E. Coli, esta suele afectar 6rganos internos
como corazon, bazo, higado y ovarios, la principal forma de infeccion del tracto

reproductivo es por contaminacion fecal de la cloaca. (Biberstein E. et al,;1990)
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XI.CONCLUSIONES

» Se obtuvo una alta proporcion de cascarones contaminados con
enterobacterias.

» Se encontré una alta cantidad de clara y yema homogenizadas infectadas
con enterobacterias.

» Escherichia coli. (E. coli) fue la bacteria encontrada con mas frecuencia en
la contaminacion de cascarones.

» Shiguella spp. fue la bacteria encontrada con mas frecuencia en la infeccion
de clara y yema homogenizadas.

» Escherichia coli. (E. coli) fue la bacterias detectada con mas frecuencia de
las enfermedades padecidas por las aves

» De todos los huevos analizados fisicamente la mayoria presento
condiciones propias de huevos frescos.

» De las tres razas Dekalb White es la raza mas afectada por enterobacterias.
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XIV.RECOMENDACIONES

» Elaboracién de estudios posteriores, donde se realice la tipifacion de cada
enterobacteria y el conteo de la carga bacteriana, asi como la recoleccién de
muestras de cama, dentro de los galpones e hisopos cloacales de las gallinas
ponedoras.

» A las autoridades encargadas de la vigilancia epidemioldgica de las granjas de
gallinas ponedoras, procedan a realizar estudios microbiolégicos del huevo
periédicamente.

» A los encargados de las granjas avicolas, deben mejorar la condicién higiénica
sanitaria dentro del galpdn, la activacion de pediluvios sanitarios fuera de los
galpones, la aspersion de vehiculos al entrar y salir de la granja, el cambio de ropa

y calzado al ingreso de galeras y el mejoramiento del estado sanitario de las aves.
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Grafica N° 3
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Enterobacterias aisladas a partir de claralyema
en huevos de 5 granjas del occidente de
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Grafica N° 4

Presencia de chalazaen 66 huevos de 5 granjas
en occidente de Nicaragua
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Grafica N° 5

Color de la yema en 66 huevos de 5 granjas en
occidente de Nicaragua

Gréafica N° 6

Color dela clara en 66 huevos de 5 granjas en
occidente de Nicaragua
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Grafica N° 7
Basura
4%
Limpezadel cascaron en 66 huevos de 5 granja
en occidente de Nicaragua
Grafica N° 8

Razade gallinas ponedoras en 5 granjas en
occidente de Nicaragua
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Grafico N° 11
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Ficha para larecoleccion de datos

LHAN - Lede
y EE Universidad Centro Yeterinario Campus Agropecuario, Lsdn, [rr
P l?{ Nacional Diagndstico & Irvestigacion Kirarapa %
. W Autdnoma de CEVEDI Teléfona: (505 311 1779 'ni-'ﬁ il
" | 305) 3111780 LTt
kﬁ, ﬂé Mcarages - Ladn Laboralesio Microblok g Venrinaria email: cevedivankaon pral com /‘l

Facultad de Medicina Veterinaria

Ficha de recoleceion de datos para el estudio Deteccion de enterobacterias gue alteran

las caracteristicas fisicas e higiénicas en huevos procedentes de 6 granjas avicolas de
los Departamentos de Ledn ¥ Chinandesa Octubre 2013,

I- Datos Generales.

Caodizo
Facha vy hora de toma de muestra Departamento
Mumicipio Comumnidad

I- Datos de la Granja:

1-  Momhre de I zranja

2-  Wombre del propistario
3- Direccion v Coordenadaz

II- Informacion productiva de la pranja
Capacidad de |a gramja Etapa de posiura

Capacidad atilizada O Imicial

Mumsero de galera O Intemedia

Mumero de aves por gzlera O Final

Categoria de las aves Fazas

O Pollita: O Hiline

O Feemplaza O Hiline brown

O Poaedomas 0 Hizsxhrovm

Produccion de haewo por dia O Dekaldwhits
O Foss Hubbard
O Odros
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N/
I Mamejo general
1- 5 maneja ons sola linea G- Tipo de alimenio
o & O Crecimisnto
O Ha O Desamrollo
1- Sz manpeja edades multiples enlagranjs O 2 Peaedomes
o 5 T-  Alimente comercial
O Ha o &
13-  Posee programa ¥ registro de veconacion O Mo
o 5 8-  Alimente elaborado por la misma granja
O Ha o &
4-  fecha de uldims VACHRACHOE O Ho
9-  Cantidad de alimento consumide por etapa
IV. Instalaciomes _
- Dimension de las
1- Existe bodeps para quimicos zalerasim’)

O & Largo
O Mo Ancho
1-  Existe bodeza pars alimento Alta

7-  Frecoendia con guoe se limpia los
O & nidos
O HNo O DLhamo
3-  Pisos de cemente denfro de la
galers O Doz wveos: por semana
O & O Ceros
O Ho

8-  Frecuencia de cambio de
4- Tipe de bebeders CRIA
O tiponipls | Semaral
O campana O  Cada gumce dias
O canaleta a Tna vez 2l mas
& Tipo de cama u| Criras

9-Tratamiento fisico, quimico

Viruta biclogice de la gallinazs

O (Granzm| O =
O Odas O mo
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V- Confrol de fauna nodiva
4- Tiemen programa v control de

1- Control de la malera v desechos insectos

glrededor de las galeras

O B&i O B&i

O Ha O Na

I-  Existen medidas que eviten el &-  Existen ofros animales
ingress de aves silvestres a las zaleras domestices con acceso a la granja
O &i O &i

O HNa O Na

3-  Tiemen programa v control de

roedores

O &i

O Ha

VL Adgquisicion vaciado/repoblacion/desinfecdon

1- Semanas devida de las pollites

compradas 3- Procedencia de parvada

O Deunasemana O HNacdomales

O De guince semanas O Extranjera

2- Repeblacion de parvadas

proverientes de establacimientos 4-  Tienen Programa de limpieza,
aprobados con estatus sanitario lavado v desinfeccion

reconacido

o & o &

O Mo O Ho

3- Realizan vacio sanitario de al
menos 12 dias (cuarentens)

O &i

O HNo
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VIL Oiras consideracicnes

1- Areas especificas para la selecciom  4- En gue se slmacena el

del huevo hwevo
o &i O Separadores
o Hao O Cajas de carton

5- S transporta el huevo en vehicule cerrado gue se
2-  Existe lavamanss en drea donde e Pueda desinfectar facilmente.

seleccioma sl buevo o 5i
o &i O Ho
o Mo

3- Hay descante sezuaro del hoevo no

comercial

o =i

o Mo

VIII. Bioseguridad

6- Alingresar a las galeras se banan, usan ropa y ropas
1- Posee registro de visitas exclusivas para dicha Area
0 Si O Si
I No O Mo
2- Existencia de cerca 7- Pediluvio sanitario al ingreso de la granja v de
perimetral galeras
J S O Si
2 No O MNo
3-  Acceso controlado de personas 8- Se utiliza el sistema todo dentro-todo
¥ vehiculos fuera
0 Si O Si
I Mo O Mo
4- Desinfeccion de vehiculos a la
entrada y salida 9.  Poseen fosa de cremacion
J  Si O Si
J Ne J No
5- Moédules sanitarios foncionales
¥ limpios al ingreso de 1a granja
J S
O No
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I'X- Aspectos clinicos epidemiolégicos

1- Presencia de aves muertas en
los dltimos dias.

O S

J No

2- Bele han presentado muertes
repentinas

O 51

d No

3- Sele han presentado muertes
masivas

O 81

J No

4- Ha habido aves enfermas en los
iltimos 3 dias

O S

Mo

Sintomatologia de aves enfermas
Diarrea

Estornudos

Inapetencia

Tos

Dizminucion de la postura

Descargas nasales
Tos
Estertores

Diificultad respiratoria
Aves deprimidas
Sintomas nerviosos
Otros

f6-  5Se han realizado analiziz de laboratorio anteriormente

[] 51
] Mo

Fesnltados
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Sy e’

FICHA DE

LA MORFOLOGIA Y

ORGANOLEPTICAS

CARACTERISTICAS FISICAS Y

Maorfologia y caracteristicas fisicas y organolépticas del huevo

Cascara

Cascaron

Liza
Corrugada
Fizuras

Limpieza del cascaron

Resistencia a la rofura

Consistencia

Chalaza

Re=zistenie
Pocao resistente

Clara

Alfa
Baja

Asimefrica
Simetrica
Ambas
Una
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Color
Blanco
Moreno

Color
Trasparente
Amarillenta
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N 3N,
Yema
Color Estructura de la yema
O Amarillo palido O Abombada
O Maranja O Plana
O Amarillo O Batida
Ubicacion
[ Centrada

Mo centrada

Camara de aire

] Fresco

_ [ Mo fresco
Indice de la yema

EREesultados cascaron Bacteriologia

Codigo de la mmuestras:

1- Salmonella Tipo de enterobacteria
1 Positivao 1 E . coli
] MNegativo ] Klebs=siella
2 Enterobacterias — Pseudomona
] Positivos ] Entercobacter
1 MNegativos 1 Citrobacter

] Proteus

] otras

EResultados Clara- Yema Bacteriologia

1- Salmonella Tipo de enterobacteria
1 Positivo 1 E . coli
] MNegativo ] Klebs=siella
.8 Enterobacterias — Fseudomona
] Poszitivos ] Entercbacter
] Megativos ] Citrobacter

1 Protens

] otras
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FLUJOGRAMA PARA DETECCION DE ENTEROBACTERIAS
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Estructura del huevo

CUBIERTAS A s denias: YEMA
; / LATE
MEMBRANA EXTERNA CAPAS DE LA YEMA
MEMBRANA INTERNA MEMBRANA VITELINA
DEL
CAMARA DE
a.nuo\AuONau
CLARA

Estructura de la familia Enterobacteriaceae

Citoplasma

Flagelo

bacteriano Céapsula

Ribosomas

ADN Membrana  pared celular
plasmética
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Granjas Visitadas
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Anédlisis de los huevos

Pruebas bioquimicas realizadas Crecimiento de Salmonella spp
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TablaN° 1
Granja Capacidad Capacidad Numero de Etapas de posturas Produccion de
utilizada galeras huevoldia
Inicial Intermedio final
1 10000 10000 4 S ] Si 2000
2 7000 7000 3 No No Si 4500
3 30000 2000 12 No No Si 9300
4 26000 21000 4 S S S 18000
5 40000 20000 6 Si No Si 11580
Tabla N° 2
Granja Registros Cerca Acceso Modulos Pediluvios Disposicion  Necropsiaen
de visitas  perimetral controlado  sanitarios Sanitario de zonas definidas
cadaveres
1 No Si S| No No Si Si
2 No Sl S No No Sl Sl
3 S Si S No No Si Si
4 S Si S S Si Si Si
5 S Si S S| S Si Si
72
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Tabla N° 3

Granja Muertes Muertes Muertes Enfermas recientes
recientes repentinas masivas
1 No Si Si No
2 No Si Si No
3 Si Si Si No
4 Si Si Si Si
5 Si Si Si Sl
Tabla N° 4

Cadigo de la granja

Raza que explotan

G1 Dekald White
G2 Hisex Brown
G3 Hi Line
G4 Hi Line
G5 Dekald White

j‘z‘;ftgro& de Ja (Goncgfaa'én cggmz’rez ;%ncﬂ:no
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TablaN° 5
BACTERIA TSI GAS H:S LISINA CITRATO INDOL MOTILIDAD
ESCHERICHIA COLI AC/AC +/- - -V - + v
KLEBSIELLA AC/AC + + + -
ENTEROBACTER AC/AC/AK + - V vV +
CITROBACTER AKIAC + + + - -
SHIGUELLA AK/AC vV - v -
SALMONELLA AK/AC vV + + vV +
PROTEUS AK/AC vV v - vV v +
SERRATIA AK/AC vV v + +
PSEUDOMONA AK/AC - + +
ACINETOBACTER AK/AC - vV -
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Tabla N° 6

ﬂlgrw de Ja (Goncgpdén cggmz’rez t;%ncﬁno

Codigo del Caodigo de la granja Aislmiento en Aislamiento en
huevo cascaron clara/lyema
G1H1F1 Klebsiella Shiguella
G1H2F1 Enterobacter E. coli
G1H3F1 E. Coli Shiguella
G1H4F1 salmonella Shiguella
G1H5F1 Salmonella Shiguella
G1H6F1| E. Coli E. coli
G1H7F2 E. Coli Shiguella
G1H8F2 E. Coli Shiguella
G1H9F2 E. Coli Shiguella
G1H10F2 Gl E. Coli E. coli
G1H11F2 E. Coli Shiguella
G1H12F2 E. Coli Shiguella
G1H13F3 E. Coli Shiguella
G1H14F3 E. Coli Shiguella
G1H15F3 Shiguella Shiguella
G1H16F3 negativo negativo
G1H17F3 E. Coli negativo
G1H18F3 E. Coli negativo
G2H1F2 negativo negativo
G2H2F2 E. Coli E. coli
G2H3F2 E. Coli E. coli
G2H4F2 E. Coli negativo
G2H5F2 E. Coli E. coli
G2H6F2 G2 negativo negativo
G2H7F3 E. Coli negativo
G2H8F3 E. Coli negativo
G2H9F3 negativo negativo
G2H10F3 negativo negativo
G2H11F3 Enterobacter negativo
G2H12F3 negativo negativo
G3H1F3 Shiguella negativo
G3H2F3 Proteus Serratia
G3H3F3 G3 Citrobacter klebsiella
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G3H4F3 Klebsiella klebsiella
G3H5F3 Citrobacter negativo
G3H6F3 Enterobacter negativo
G4H1F1 Enterobacter negativo
G4H2F1 Serratia negativo
G4H3F1 Klebsiella negativo
G4H4F1 Acinetobacter negativo
G4H5F1 Klebsiella negativo
G4H6F1 Acinetobacter negativo
G4HTF2 Klebsiella negativo
G4H8F2 Acinetobacter negativo
G4H9F2 Ga Enterobacter negativo
G4H10F2 Enterobacter negativo
G4H11F2 Proteus negativo
G4H12F2 negativo negativo
G4H13F3 Enterobacter negativo
G4H14F3 Enterobacter negativo
G4H15F3 Enterobacter negativo
G4H16F3 Enterobacter negativo
G4H17F3 negativo negativo
G4H18F3 negativo negativo
G5H1F1 E. Coli negativo
G5H2F1 negativo negativo
G5H3F1 negativo negativo
G5H4F1 negativo negativo
G5H5F1 Enterobacter negativo
G5H6F1 G5 Enterobacter klebsiella
G5H7F1 Enterobacter Enterobacter
G5H8F1 E. Coli negativo
G5H9F1 E. Coli Salmonella
G5H10F1 Klebsiella Enterobacter
G5H11F1 E. Coli E. coli
G5H12F1 Proteus negativo
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