DLV KRN § i
. X

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

VNIVERIDAD NAGONAL - EACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
MEXICO

“Analisis del efecto del glutaraldehido y de una mezcla de
compuestos de acido peracético (peréxido de hidrégeno y acido
acético) y surfactantes en la carga microbiana de la superficie del

huevo de gallinas reproductoras ligeras”

Tesis
Que para obtener el titulo de:

Médico Veterinario Zootecnista
P R E S E N T A:
Palacios Contreras Erick

Asesor: MVZ MPVM PhD Ariel Ortiz Muiiiz

Coasesora: QBP Leticia de Jesus Santiago Cruz

Cuautitlan lzcalli Estado de México 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACLLTAD DE ESTURIOS SUPERIGRLES (.’_l_.&l:TJ.TL;iI‘i
LNIDAD DI All}'llﬁlﬁTRif[ﬂI‘f ESCOLAR
DEFARTAMENTO DE EXAMENES FROFESIONALLS

o retl ASUNTO: VOTO APRGEATINGL
VLm0 JOMRGE AL FRENY CLE LA FR AR
LALLM DE LA FES CLALLLLLA SR
FRESENTE g

- . .\.l l.\'-. . o
ATH: LA LANIA MARGARIL & CORTARAR FLELEROG
Jela del Departarnents de Lyammenes Teitbesien ley
e 3 TS Cuaudillion.
S A .“.'..'.' T

Gar beae  an & Faglerents Sansel ce Exémenas, v 8 Dracoién de k8 Famillas,  res peaacios
CorJricsr 23l ok raviEatics & Trahape de Tesis

anallsk del slectn gl glulayakeehido v da une mezcla a2 son puedsos de fclia peresélino [faraun g
hidrégpane y acide acedice) y surfactantes &0 |2 camga micrabiana da |2 supsdicse del [uevo de gell nas

noymickemy ligures,

L omsers, ol aosanke ERICK PALACIOE CONTRERAS
o iezean e A MeET193-1 pane ol e Tiew 12tz cones: Modicing Weterinaria y £cslecnia

Corsdesaido coe di rabeje e oz rRquianca naceasros para ser dizandz sroo EXGMEN PROFCEIGHA.
coTose i, s ¢ ks YOTO APROBATORIC,

ATENTGMENTE

*POR NI AAZA HABLARA =L <52IRITL"

Sl il Al B DA june A A 7

FPHGFESAHEES QI PSP ] R

k)
e FLIHKE. IIIII |'|_'!|T|:..'!|-'I-'|
Ay

FHESIDENTE M. Wl Cnoee wh S (’ 1||_-ru_“._f'il s

o
YAl [T [TT I W DY 4 IR T PR TEE ] N TN
SELRTTARIO 4. minvTees &4 ki n's
Loy, SLELEYTE Kwod ITIng sen 1oz ar s antadas Aol
1dn. 5111 F.MTF. kloanl, Lelin Lépes Lioar .
A b cwaia e Bl eddneligaies - peeen s sl hee el e Bk s 2ok T s

M P bt



Dedicatoria:

A mis padres Guadalupe y Melquiades, por todo el amor y apoyo que me han
brindado a lo largo de todos estos afios, son mi mayor motivacion para llenar mi
vida de metas, los amo y les estoy infinitamente agradecido.



Agradecimientos

A Dios por permitirme llegar a esta etapa de mi vida.

A la Universidad Nacional autbnoma de México y a la Facultad de estudios
superiores Cuautitlan por haberme formado profesionalmente.

A mis padres Guadalupe y Melquiades gracias.

A mis hermanos Karla, Lilia e lvan por ser mis mayores maestros y los mejores
consejeros en mi vida los quiero mucho.

A mi abuela Eloisa por siempre estar en todo momento para apoyarme, siempre
seras un ejemplo a seguir.

A mi asesor el Dr. Ariel Ortiz por sus ensefianzas, por sus conocimientos
compartidos y el tiempo brindado para la realizacion de este trabajo.

A mi coasesora la Q.B.P. Leticia de Jesus Santiago Cruz por el apoyo durante el
trabajo presente, por sus ensefanzas, todos sus consejos laborales y personales
y sobre todo contagiarme el amor y la pasion a la bacteriologia.

A Sara y Valeria por siempre estar presentes en los momentos mas dificiles pero
también por estar en los mejores momentos de mi vida las quiero muchisimo.

A Rebeca y Daniel, aun después de tantos anos, gracias por apoyarme desde
siempre los quiero amigos y los extrafio.

A mis amigos y hermanos de carrera Sahira, Moisés, Carlos R y Carlos S muchas
gracias por todo el apoyo, por haber compartido conmigo una de las mejores
etapas de mi vida, jhan sido momentos inolvidables!

Al Dr. Celso Lopez al ser una de las personas que inculcé en mi la pasion por las
aves desde el principio y, desde entonces firmo su sentencia, ha sido un
grandisimo profesor para mi y un gran consejero en todos los aspectos.

A la Dra. Rosalia Vigueras por su apoyo, por compartir conmigo sus
conocimientos y por la infinita confianza puesta en mi, que ha sido uno de los
motivos del amor al trabajo realizado.

Al Dr. Armando Antillén Rionda por siempre estar con la disposiciéon de compartir
sus conocimientos y experiencias, gracias.



A los miembros de mi jurado, por darse el tiempo de revisar este trabajo con
detenimiento y por todo el apoyo brindado.

A la familia Palacios, por siempre estar apoyando, por ser un ejemplo de union.

Al Dr. Bernardo Lozano y a Diagnésticos Clinicos Veterinarios por su amistad y
confianza.



indice

1= To [o7=1 (o] 4 = 0 ii
AGradeCimIENTOS ... iv
INAICE A GrAfICAS: ...t viii
INICE @ tADIAS ... ...t ix
INAICE A IMAGENES .......eoeeeeeeeee e, X
1o RESUMEN. ...t e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eeann e e e e eeeeeannes 1
P2 [ 11 oo (¥ oo o] o oSSR 2
3.- Revision de la literatura:. ... 4
3.1.-Historia de 1a INCUbAaCION: ............iiiiii e 4
3.2.- Situacidn de la avicultura €n MEXICO:.........uuuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeaees 5
3.3 Formacion Del HUBVO: ... 7
3.3. 1 INfUNAIDUIO: ... 7

G TG T2 Y/ = o | 11 o SR 7
3.3.3 ISMIO: e eaeees 7
TR I U = (YO 7
3.3.5 VaQINa. e 8

3.4 El huevo y sus mecanismos de defensa contra de la invasion bacteriana. ... 8
3.5 Contaminacion del NUEBVO ...........cooviiiiiiiiecee e 11
3.6 Microorganismos contaminantes del huevo: ...........ccccccceeiiiiiiiiiccce e, 14
3.6.1 ENterobacCterias:.......cooeiiiiieiiiee e 15
3.6.2 Bacterias Gram pPOSItiVas: ........ccoovieiiiiiiiiiie e 17
EStafilOCOCOSIS ... 17
3.6.3 HONQOS: .. oo 18

3.7 Limpieza y desinfeccidn en avicultura................cc.eevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 20
A 1 40 o[« PO 22
3.7.2 DESINTECCION: ... 22
3.7.3 Principales desinfectantes utilizados en la avicultura: ........................... 23
3.7.4 Efecto de las condiciones ambientales sobre los desinfectantes: ........ 28
3.7.4 Evaluacion de la eficacia de los desinfectantes................cccccooeeeee. 29

4.- Justificacion del eStUdIO: ..........uuuii e 32

Vi



5 HIPOtESIS Y ODJELIVOS: ... 33

T I 10T 0 (= £ PP 33
5.1.1.- HIpOtesis General: .........ooooiiiiiiiii e 33
5.1.2.- Hipdtesis eSpecifiCa:........cciiiiiiiiiiiiicee e 33

IV @ o] =1 110 S 33
5.2.1 Objetivo general:........cooo oo 33
5.2.2 Objetivos partiCulares: ... 33

6.- Material Y MEtOAOS: .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
6.1 Seleccion de los huevos de estudio.-..............uuueiiiiiiiiiiiiiie 34
6.2.- Disefio experimental: .............oiiiii i 34
A (TS0 =T [0 F 38
7.1 ANAliSis €StadiStiCO: ....cooieiieeeec e 38
7.1.1 Huevo limpio + glutaraldehido: ..., 38
7.1.2 Huevo sucio glutaraldehido: ..., 42

7.2 Tratamiento acido peracético + peroxido de hidrégeno............ooeevvvceeeenn.n. 46

S T I 1ot U] Lo o R 51
9.- Conclusiones y reComendaciONES ...........couuuuiiieeeeeiiieiicee e 56
10.- Bibliografia..........uuiiie e 58
L Y 1 (o RRRPPPPRPRR 61

Vii



indice de graficas:

Grafica 1.- Porcentaje de reduccién conteo total vs glutaraldehido en huevo limpio

.............................................................................................................................................. 39
Grafica 2.- Porcentaje de reduccién enterobacterias vs glutaraldehido en huevo

0] o) o SRRSO 40
Grafica 3.- Porcentaje de reduccion cocos vs glutaraldehido en huevo limpio........ 41

Grafica 4.- Porcentaje de reduccién levaduras vs glutaraldehido en huevo limpio 42

Grafica 5.- Porcentaje de reduccion conteo total vs glutaraldehido en huevo sucio

.............................................................................................................................................. 43
Grafica 6.- Porcentaje de reduccidn enterobacterias vs glutaraldehido en huevo

S0 o3 o TP 44
Grafica 7.- Porcentaje de reducciéon cocos vs glutaraldehido en huevo sucio ........ 45

Grafica 8.- Porcentaje de reduccidén levaduras vs glutaraldehido en huevo sucio .46
Grafica 9.- Porcentaje de reduccién de bacterias en huevo limpio tratado con
peroxido de hidrégeno + acido peracético durante 5 minutos.........cccccceeveveeceeneeennen. 47
Grafica 10.- Porcentaje de reduccién de bacterias en huevo sucio tratado con
peroxido de hidrégeno + acido peracético durante 5y 8 minutos .........cccoceveeeeneen. 48
Grafica 11 Porcentaje de aislamiento huevo limpio testigo glutaraldehido.............. 49

Grafica 12.- Porcentaje de aislamientos huevo limpio desinfectado glutaraldehido

.............................................................................................................................................. 49
Grafica 13 Porcentaje de aislamientos huevo sucio desinfectado con

(o] (81 =T =110 =1 o] o [ 1O SRR 50
Grafica 14.- Porcentaje de aislamientos en huevo sucio testigo .........cccecevvvvvvenenen. 50

viii



indice de tablas

Tabla 1 Contaminacion del cascarén y mortandad de pollitos a las dos semanas 12

Tabla 2 Principales causas de fallas en la incubacién de huevo en gallinas (%).. 13

Tabla 3 Microflora de la superficie del cascaron y en el interior de huevos .......... 14
Tabla 4 Incidencias de aislamientos en incubadoras..............ccccvveviiiiiiiie e, 19
Tabla 5 Contaminacion del cascarén para las unidades seleccionadas .............. 19

Tabla 6 Principales bacterias y hongos aisladas del cascarén de huevos en Nigeria

Tabla 7 Efecto de los diferentes desinfectantes en el Conteo total de bacterias,
coliformes y hongos en la incubadora usando hisopos de arrastre. ..................... 28
Tabla 8 Eficacia de los desinfectantes contra los hongos bacterias selaccionadas
después de 10 minutos de coNtacto ..........oovveeiiiiiiiiiiieec e 29
Tabla 9 Conteo bacteriano del cascaron de huevos clasificados como limpios,
manchados 0 sucios. Por examen MacroSCOPICO .........veeveiveieeeeiiieeeeeiiiaeeeeeaiens 30

Tabla 10 Grupos de tratamientos............ooooiiiiiiiii i, 34



indice de imagenes

Imagen 1 Principales estados productores de huevo 2015.................ccooiiiini, 5
Imagen 2 Principales paises productores de huevo...............cccooviiiiiiiiiiiiiinnnn, 6
Imagen 3 Consumo per-capita de huevo en México y produccién de huevo en

toneladas MEXICO. ... ... 6
Imagen 4 Estructura del huevo............cooiii i 11
Imagen 5 Diluciones d@CUPIES. ... ... ... 36
Imagen 6 vaciado de muestray agaren placa.............cooooviiiiiiiiiiiicn 37
Imagen 7 Movimientos para homegenizarlamuestra...................cocoviiiiann . 37



1.-Resumen

La contaminacion bacteriana del huevo incubable es un aspecto de alta incidencia
en las plantas incubadoras como consecuencia, puede dar lugar a una
disminucién del porcentaje de nacimientos y afectar a la calidad de los pollitos. El
uso de desinfectantes para eliminar la contaminacién del huevo previamente a su

incubacion es una practica necesaria para mejorar el rendimiento productivo.

El presente estudio se realizo para evaluar la eficacia de dos diferentes
desinfectantes (Glutaraldehido y peroxido de hidrégeno con acido peracético y
sustancias surfactantes) sobre la disminucién del conteo bacteriano en UFC en el
cascaron del huevo de gallinas reproductoras ligeras Lohnmman. Se utilizaron 1060
huevos seleccionados completamente al azar divididos en huevo sucio y huevo
limpio que a su vez se dividieron en los siguientes tratamientos: Glutaraldehido a
150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 350 ppm y 400 ppm, para el acido
peracético peroxido de hidrogeno y sustancias surfactantes se utilizé el producto
a 25, 5y 70% respectivamente a 5 y 8 minutos. El estudio se realizé por medio de
la técnica de R. Gentry utilizando agar TSA, DSA, MCA y SMA para el conteo de
los distintos grupos bacterianos. El analisis estadistico se realizo por medio de
analisis de varianza. Los resultados obtenidos nos muestran diferencias
verdaderas significativas (P < 0.05) en la mayoria de los tratamientos de huevo
limpio, mientras que en el huevo sucio se comporté totalmente diferente. Existid
dentro del trabajo una mayor incidencia de cocos que generalmente son bacterias
ambientales o flora normal de piel y mucosas, seguido enterobacterias
posiblemente debido a la cercania del coprodeo con el proctodeo siendo estas las

mas resistentes a los tratamientos con desinfectantes.



2.- Introduccion:

México a nivel mundial ocupa el sexto lugar en la produccion de huevo para plato,
detras de China, Estados Unidos, India, Japon y Rusia.

La calidad microbiolégica del huevo fértil se encuentra directamente relacionada
con la viabilidad y el nacimiento total del pollito durante la primera semana de vida,
por lo cual debe considerarse un programa de bioseguridad para mejorar la
calidad microbioldgica en las granjas de reproductoras. (Soto, 2001).

La penetracién de bacterias en los huevos que han sido puestos sobre material
altamente contaminado ocurre tan rapido, que ni la recoleccién frecuente de los
huevos ni su rapida desinfeccion podrian evitarla. (Padron N, 1992)

Con la desinfeccion estratégica no solo se previene el surgimiento de nuevas
enfermedades, sino que se evita la diseminacion de una contaminacion cuando
este llega a darse, ademas, es la clave para terminar o por lo menos controlar un

numero significativo de enfermedades durante la explotacién. (Sumano, 2010).

Los microorganismos mas comunes que suelen contaminar los huevos y que
tienen efecto negativo sobre la incubabilidad son: Proteus spp, Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Escherichia coli, Enterobacter aerogenes vy
Pseudomonas spp. (Valle, 2001).

El sistema de limpieza y desinfeccion debe estar sujeto a una evaluacion
permanente por medio de pruebas y analisis de laboratorio que constaten que el
sistema esta controlando efectivamente la contaminacién microbiana en el
proceso de produccion de pollito recién nacido, esta evaluacion se denomina

“Monitoreo microbioldgico de la incubadora”. (Valladares de la Cruz, 2010).

Para verificar el grado de contaminacion del huevo, se deberan enviar al
laboratorio, por lo menos una vez al mes, de 10 a 12 huevos colectados al azar
con panuelos desechables y colocarlos en bolsas de polietileno estériles, y se

solicitara al laboratorio que utilice la Técnica del doctor Gentry. (Quintana, 2011).



Los programas de sanitizacion de una planta incubadora debe incluir el uso de dos
0 mas desinfectantes para inhibir el crecimiento de microorganismos y mantener
un nivel deseable de incubabilidad de huevos fértiles. (Moustafa Z., 2009).

Para que un desinfectante actue en forma ideal, se toma en cuenta la definicion de
factores tales como temperatura de la aplicacion, volumen de aplicacion por m3, la
presencia de material organico, tiempo de exposicién del area al desinfectante,
etc. (Sumano Lopez, 2000).

Dos de los desinfectantes mas utilizados en la avicultura son: El glutarhaldeido es
un derivado del formol perteneciente a la familia de los aldehidos, se le ha
encontrado un uso como desinfectante en particular a bajas temperaturas. Su
mecanismo de accidn se basa en el entrecruzamiento de proteinas, con lo que
genera una pérdida en la permeabilidad de la pared celular. El acido peracético
interrumpe la funciéon de la membrana celular y asi causa la ruptura de la pared

celular. (Sumano, 2010).



3.- Revision de la literatura:

3.1.-Historia de la incubacion:

La incubacion artificial es una practica muy antigua, puesto que ya se efectuaba
en China y Egipto en épocas remotas siguiendo procedimientos primitivos. En
dichos paises el calor necesario para el desarrollo de los huevos se obtenia
mediante la fermentacion del estiércol o paja y también quemando lefa. Los
egipcios iniciaron la incubacion hace unos 400 afios A.C. utilizaban como
incubadoras verdaderos hornos de ladrillo hecho de barro desprovistos de
sistemas de ventilacién en los que se realizaba el volteo y se efectuaba el miraje
de los huevos; su grado térmico se apreciaba aplicandolos con la mano sobre el
parpado o la mejilla, su porcentaje de nacimientos era bajo porque no tenian
control preciso de las variables involucradas y su proceso de incubacion era mas
bien un arte empirico. Los chinos desarrollaron la incubacién artificial por lo menos
hacia el afio 246 A.C estos empleaban barriles o toneles como incubadoras y los
filipinos diversos modelos de cestas que, una vez calentadas se aislaban del

exterior con envolturas de cascarillas de arroz. (Egana, 1964) (Salazar, 2003)

Los sistemas de incubacién modernos se inician a finales del siglo XVIlIl y durante
el siglo XIX con la aparicién de aparatos ingleses y americanos, con el paso del
tiempo se fueron conociendo con mayor detalle las condiciones de operacion que
debe tener la incubadora, lo que permiti6 obtener mejores resultados en la

produccion.

La construccion, uso y patente de las incubadoras artificiales en Estados Unidos
datan de alrededor de 1844. La incubadora Smith era practicamente un cuarto
grande con ventiladores para forzar el aire caliente en todas las partes de la
camara de incubacién, se patenté en 1918 y fue el precursor de las incubadoras
de hoy en dia eficientes y a gran escala, que se usan para incubar huevos de

pollos, pavos, patos y otros. (Berry, 2010)



3.2.- Situacioén de la avicultura en México:
La avicultura en México se ha desarrollado a pasos agigantados y hoy es una de
las industrias con gran auge, compitiendo con las empresas norteamericanas en

calidad y presentacién tanto de carne como de huevo.

A nivel mundial México ocupa el sexto lugar en la produccion de huevo, detras de
China, Estados Unidos, India, Japén y Rusia. En el mismo ambito México es el
séptimo productor de pollo después de: Estados Unidos, China, Brasil, Union
Europea, India y Rusia.

Para el 2016, la industria avicola nacional mantendra un crecimiento constante
como ha ocurrido en los ultimos afios, consolidandose como una actividad
estratégica para el pais, tanto en el ambito alimentario como econémico

De acuerdo con datos del primer estimado elaborado por UNA, la avicultura

mexicana registrd un crecimiento de 2.5 por ciento en el 2015. (UNA, 2014).

Imagen 4 Principales estados productores de huevo 2015 (UNA, 2016)

En la imagen 1 podemos observar el porcentaje que aporta cada estado de la

Republica Mexicana a la produccion total de huevo para plato.



Imagen 5 Principales paises productores de huevo (UNA, 2016)

A nivel mundial México ocupa el sexto lugar en produccion de huevo para plato lo

que lo convierte en una potencia mundial en este rubro

Imagen 6 Consumo per-capita de huevo en México y produccién de huevo en
toneladas México (UNA, 2016)



3.3 Formacion Del Huevo:
Desde que la yema entra al infundibulo hasta el momento de la ovoposicion, el
huevo en formacioén pasa a lo largo del oviducto, de acuerdo con la region del

oviducto ocurre lo siguiente:

3.3.1 Infundibulo: Después de la ovulacién, el 6vulo es envuelto por el
infundibulo, aqui reside por aproximadamente de 15 a 30 minutos (18 minutos en
promedio); es aqui en donde ocurre la fecundacién y en donde la primera capa de
albumina es producida. (Johnson, 1986) (Carmona Mendero, y otros, 2009) (Soto,
2001)

3.3.2 Magnum: El magnum es una estructura glandular, la cual presenta dos tipos
de glandulas: Glandulas tubulares, las cuales son responsables de la produccién
de la ovotransferrina (conalbumina) y el ovomucoide, y las células epiteliales las
cuales sintetizan avidina. Es la porcion mas larga del oviducto de la gallina (33cm
de longitud), aqui se forma la mayor parte de la albumina. Dentro del Magnum el
movimiento del ovulo es via peristalsis. EI ovulo permanece en el magnum
aproximadamente de 2 a 3 horas. (Johnson, 1986) (Carmona Mendero, y otros,
2009) (Soto, 2001)

3.3.3 Itsmo: Es una capa muscular y comparado con el magnum es menos
glandular; aqui se forman las membranas testaceas durante aproximadamente de

1 a 2 horas (promedio 1 hora 14 minutos). (Johnson, 1986)

3.3.4 Utero: En el Gtero o glandula calcigena se forman las membranas
albumifera y testacea que son de material poroso; por un proceso de ésmosis,
dejan pasar agua y sales al interior del huevo, de esta manera se termina de
completar el contenido interior del huevo, ya que se forma la ultima porcién de la
clara externa , excepto en uno de los extremos del huevo, en donde se formara la

camara de aire. (Johnson, 1986) (Carmona Mendero, y otros, 2009) (Soto, 2001)



Es aqui donde se forma la cascara del huevo; dicha cascara esta compuesta por
dos capas superpuestas, la capa interna, llamada mamilar y la externa formada

por cristales de calcio.

Antes de que el huevo salga del utero ya completamente formado, la cascara es
recubierta por una fina pelicula de material organico y agua. Esta pelicula de
naturaleza liquida es la cuticula y tiene como funcion principal la de lubricar la
cascara para que el huevo pase con facilidad por la vagina y la cloaca. Al
evaporarse el agua de la cuticula, el material organico que contiene cierra muchos
de los poros de la cascara evitando que organismos patdgenos penetren al interior
del huevo (VACA, 2003).

3.3.5 Vagina.- La vagina es separada del utero por el esfinter utero-vaginal y
termina en la cloaca, no tiene un papel en la formacién del huevo, pero participa

en la expulsion junto con el utero.

3.4 El huevo y sus mecanismos de defensa contra de la invasion

bacteriana.

La industria avicola productora de huevo incubable y de huevo para plato, ha
enfrentado desde siempre el problema de la contaminacion bacteriana a través del
cascaron. Es uno de los mayores riesgos para la calidad del huevo y del pollito.
Los pollitos son muy sensibles a la contaminacion bacteriana y si aumentan los
niveles de contaminacion se observara en la reduccion en los nacimientos y un
incremento en la mortalidad a la primera semana (Jeanne Bruguére-Picoux, 2015).
El huevo tiene muchas defensas naturales para reducir esta penetracion
bacteriana a su interior como el cascarén que provee la primera barrera de
defensa, compone entre un 8 al 9% del peso del huevo, estad compuesto por un
98% de cristales de calcita (carbonato de calcio), un 2% de proteina y también
contiene una pequena cantidad de magnesio y fosforo (Rose, 1997); el cascardn

es una estructura rigida y normalmente tiene un espesor promedio de 0.33 mm, el



cual puede variar por factores como la edad, factores genéticos, nutricion,

enfermedades etc.

El cascardn esta recubierto por la cuticula, esta es una capa mucosa compuesta
de proteina, polisacaridos y lipidos., con un espesor de 0.5 a 12.8 ym. Su funcién
principal es la de proteger al huevo de la evaporacion del agua y la penetracion

microbiana (Johnson, 1986).

El huevo de la gallina contiene entre 7,000 y 17, 000 poros que van de 9 a 65 pym
de diametro, todo va a depender del peso del huevo. La funcion de los poros es la

de comunicar el interior del huevo con el medio externo. (Soto, 2001).

La segunda barrera de defensa son las membranas testaceas; el huevo tiene dos
membranas las cuales estan unidas, a excepcion en la parte roma del huevo en
donde se separan por la camara de aire. La membrana interna yace sobre el
albumen y la membrana externa esta unida al cascarén. La membrana externa es
una prolongacion de la red fibrilar de la cascara y forma fibras entrelazadas con
estructura laxa, esta formada por tres capas. (Immerseel, 2011) (Carmona
Mendero, et al, 2009)

La membrana interna esta formada por dos capas que forman una red fibrilar
compacta y actua como un filtro, frenando la progresion de numerosos
microorganismos; muchas veces las bacterias penetran los poros del cascaron
pero quedan atrapadas entre las membranas y ya no pueden avanzar mas. (Bell &
Weaver, 2002) (Rose, 1997)

La albumina provee de otros controles de contaminacién bacteriana, ya que tiene
propiedades bacteriostaticas y bactericidas. Una de ellas es su viscosidad,
particularmente cuando el huevo es fresco la viscosidad es mayor, dificultando la
movilidad de las bacterias. La viscosidad junto con la falta de agua y nutrientes,

hacen a la albumina inhospita para el crecimiento bacteriano, otro de ellos es el
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incremento de pH en los primeros dias de ovoposicion, debido a la liberacion de
CO? el pH aumente de 7.6 a 7.9 y con el paso del tiempo llega a 9.3 y de este
modo constituye una proteccion efectiva contra las bacterias, ya que la mayoria de
estas no puede crecer en este pH alcalino (Rose, 1997). Los mecanismos
presentes en la albumina no son suficientes para contrarrestar la entrada de
microorganismos, la mayoria de las barreras de defensa de la albumina son
barreras quimicas, con la presencia de enzimas. (Van Immerseel, Nys, & Bain,
2011) (Bell & Weaver, 2002).

Estas son las enzimas que restringen o inhiben totalmente el crecimiento
bacteriano:

Lisozima: Enzima que lisa las paredes de las bacterias Gram positivo.

Avidina: Al combinarse con la biotina, bloquea su accion, que es indispensable
para el crecimiento de muchas bacterias.

Conalbumina: Bloquea la accion de algunos metales (hierro, cobre y zinc)
indispensables para el crecimiento de muchos microorganismos Gram positivos y
Gram negativos.

Proteina B: Sustancia que inhibe la proteasa fungica, limitando el crecimiento de

hongos.

La albumina rodea a la yema y actua como un absorbente de impactos ademas de
aportar algunos nutrientes. La albumina consta de tres capas: una capa liquida
que rodea a la yema, una media que contiene una clara mas espesa que
constituye un 57% del total y la capa mas externa con una composicion similar a la
capa interna. Los dos tipos de albumina suelen describirse como clara densa o

espesa y la poco densa o fina.

La yema no provee de algun tipo de defensa contra los microorganismos.
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Imagen 7 Estructura del huevo

3.5 Contaminacion del huevo

Es estimado que un 90% de los huevos son microbiolégicamente estériles al ser
ovopositados. Las fuentes de contaminacién incluyen polvo y material del nido.

(Van Immerseel, Nys, & Bain, 2011)

Los huevos son una fuente rica en nutrientes y un medio ideal para el crecimiento
bacteriano, por lo tanto, los huevos rotos pueden contaminarse facilmente con

microorganismos patogenos.

A pesar de las barreras de defensa presentes en el huevo siempre existe la
posibilidad de que patégenos penetren dentro de éste; dentro de los
microorganismos que llegan a contaminar el huevo estan las baterias, los hongos

filamentosos, las levaduras y los virus.

Aunque se ha demostrado que un huevo tomado directamente del oviducto tiene
entre 300 y 500 microorganismos en la superficie del cascardn; bajo condiciones
apropiadas de temperatura y humedad, pueden llegar a tener en una hora de 20,
000 a 30, 000 (Bell & Weaver, 2002 )y (Sotelo Salas, 2000). Un huevo sucio o sin
un tratamiento puede contener hasta 100, 000 de UFC (Immerseel, 2011). Los
factores potenciales de contaminacién incluyen el polvo, materia de los nidos y
heces (Un gramo de heces de gallina contiene entre 2 a 6 millones de bacterias.

Estas aumentan cuando las aves presentan diarreas o infecciones urinarias.)
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Tabla 1
Contaminacion del cascarén y mortandad de pollitos a las dos semanas
Condicién del Conteo total Coliformes % de mortandad
huevo
Nido limpio 600 123 0.9
Semisucio 20,000 904 2.3
Sucio 80,000 1307 4.1

(Bell & Weaver, 2002)

En la tabla 1 podemos observar un analisis hecho por Bell y Weaver en el 2001 en
el que clasificaron el huevo de acuerdo a la cantidad de UFC presentes en el

cascaron.

Existen multiples factores que inciden en la contaminacién como la carga
microbiolégica presente en la cascara (numero y tipo de microorganismos
presentes), las condiciones de almacenamientos (temperatura ambiental,
humedad relativa, composicion atmosférica) y factores intrinsecos de los huevos.
(Gil Hernandez, 2010) El calor acelera la actividad de las enzimas y puede alterar
los huevos; la humedad permite el desarrollo de hongos y levaduras, la luz y el
oxigeno disminuyen la resistencia de la cascara a la penetracién microbiana, el

envejecimiento fluidifica la albumina.

La contaminacion en el nido ocurre en el moneto en el que el huevo es
ovopositado dentro de este, en la mayoria de los nidos existe presencia de
microorganismos ya que las aves al estar en contacto directo sus patas con las

heces lo contaminan al momento en el que entran en el.

La microbiota presente en la superficie del huevo es muy variada; inicialmente
predominan las bacterias Gram positivas debido a su resistencia a la desecacién y

escasos requerimientos nutritivos. (Gil Hernandez, 2010)

Las cascaras humedas y sucias asociadas con un descenso de la temperatura
facilitan la entrada de bacterias. (ICMSF, 2001)
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Tabla 2

Principales causas de fallas en la incubacion de

huevo en gallinas (%)

Infertilidad 20

Tiempo de almacenado 25
Contaminaciéon microbiana 12
Darios en el cascarén 10
Fallas en la incubadora 5
Nutricional 10
Enfermedades 10
Genéticos 8

(Pattison, McMullin, Bradbury, & Alexander, 2008)

En la tabla 2 se encuentra un analisis de las principales causas que ocasionan

fallas en la incubacién teniendo un alto porcentaje la contaminacion microbiana.

Existen tres diferentes rutas de contaminacion bacteriana:

Transovarica: Ocurre cuando el 6vulo o yema todavia estan conectado al ovario.
Contaminacién en el oviducto: Es una infeccion de la membrana vitelina o la
albumina cuando el huevo pasa a través del oviducto.

Contaminacién a través del cascarén: Es cuando una o mas bacterias pasan del
medio externo hacia el interior del huevo después de la ovoposicion.

(Immerseel, 2011)
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3.6 Microorganismos contaminantes del huevo:
Dentro de los microorganismos contaminantes mas comunes se encuentran las

enterobacterias, los cocos, los hongos filamentosos y las levaduras (Tabla 3)

Tabla 3

Microflora de la superficie del cascardn y en el interior de huevos

Microorganismo Sobre cascarén Huevos podridos
Micrococcus +++ +

Enterobacter ++ -

Escherichia ++ +++
Pseudomonas ++ +++
Staphylococcus ++ -

Proteus + +++

Streptococcus + +

(ICMSF, 2001)

Las alteraciones bacterianas de los huevos se denominan, habitualmente
putrefacciones las cuales son divididas segun el color del huevo después de su

descomposicion, siendo las siguientes:

Putrefaccion verde: Es producida por Pseudomonas fluorescens. La clara adquiere
color verde y la yema se disgrega mezclandose con la clara con un olor
caracteristico a fruta.

Putrefaccion incolora: Es producida por Pseudomonas spp. y coliformes. Se
rompe la pared de la yema y se mezcla con la clara.

Putrefaccion negra: Producida por Proteus, ciertas especies de Pseudomonas,
Enterobacter y Aeromonas. La clara se mantiene acuosa y de color marron,
mientras que la yema esta disgregada y ennegrecida. Hay un fuerte olor a acido

sulfhidrico. (Pascual Anderson & Calderon y Pascual, 2000)
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3.6.1 Enterobacterias:

La familia Enterobacteriaceae son microorganismos Gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, en forma de bacilo que pueden crecer en
medios artificiales, existen especies moviles y no moviles, fermentan la glucosa,
forman acido o gas/acido a partir de esta. Son oxidasa negativa y catalasa positiva
en >90%. Reducen nitratos a nitritos. (Pattison, McMullin, Bradbury, & Alexander,
2008)

La familia Enterobacteraceae comprende un gran numero de géneros como:
Salmonella, Escherichia, Proteus, Citrobacter, Enterobacter, entre otros. La
mayoria de estas bacterias son patdgenas para los animales. En la avicultura los
géneros Salmonella y Escherichia son los principales causantes de enfermedades

con impacto econdmico.

3.6.1.1 Escherichia.-. Las bacterias de la especie Escherichia coli es un bacilo
Gram negativo, fermenta glucosa y un amplio abanico de azucares,
oxidasa negativo, catalasa positivo, no esporulada, aerobia facultativa, reduce
nitratos a nitritos y crecer bien en agar MacConkey, ya que las sales biliares que
contiene este medio no inhibe su desarrollo, son habitantes normales del tracto
digestivo en mamiferos, aves y la mayoria de las cepas no son patdgenas.

Ciertas serovariedades, pueden causar enfermedad en las aves como: Infeccidn
del saco Vvitelino, coligranuloma (enfermedad de Hjarre), peritonitis vy
colisepticemia. Se aisla del 45% de mortalidad embrionaria y del 70% de los que
presentaron infeccion del saco vitelino. (Swayne, 2013)

Infeccion del saco vitelino: Es una de las causas mas comunes de mortalidad en
pollos durante la primera semana después de la incubadora. Causa el 100% de
mortalidad en la primer semana de vida. E. coli puede verse involucrada como el
agente primario, secundario y oportunista. La infeccion de saco vitelino puede
asociarse con onfaloflebitis o por contaminacion del huevo incubable por heces.
(Swayne, 2013)
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3.6.1.2 Salmonella.- El género Salmonella, descrito por el bacteridlogo Daniel. E.
Salmon. (1850-1914), consiste en mas de 2579 serovariedades. (A.D Grimont &
Weill, 2007)

Se le conoce como Salmonelosis Aviar al grupo de enfermedades aviares Tifoidea
Aviar (S. Gallinarum), Pullorosis (S. Pullorum) Arizonosis (S. arizonae) y
Paratifoideas producidas por bacterias del género Salmonellae diferente a los
anteriores. Su curso es de forma septicémica provocando una elevada mortalidad
en pollos y pavipollos menores de 3 semanas de edad y en aves adultas se
presenta en forma cronica y sin signos aparentes. (Pattison, McMullin, Bradbury, &
Alexander, 2008) (Swayne, 2013)

3.6.1.3 Enterobacter.- Es un habitante normal del tracto digestivo de las aves.
Similar a otras bacterias Gram negativas en la familia Enterobacteriaceae, puede
infectar los huevos y aves jévenes, produciendo pérdida embrionaria, onfalitis,

infeccion del saco vitelino y mortalidad en aves jévenes. (Swayne, 2013)

3.6.1.4 Citrobacter.- Normalmente coloniza las mucosas del tracto respiratorio y
digestivo, pero puede ser un patégeno oportunista.

Citrobacter es una de muchas bacterias ambientales que ocasionalmente se aisla
de huevos sin incubar, pollitos débiles e infecciones de saco vitelino. (Swayne,
2013)

3.6.1.5 Proteus.- Es un género habitante del tracto digestivo inferior. El
microorganismo es capaz de penetrar el cascaron después de una contaminacion
fecal, llegando a una mortalidad de 100%. Proteus spp ocasionalmente causa
muerte embrionaria, infeccion del saco vitelino, muerte en aves jovenes y huevos
bomba (Swayne, 2013)

3.6.1.6 Pseudomonas.- Este género de bacterias no pertenecen a los anteriores,
sin embargo se encuentra dentro de las bacterias que pueden crecer en el agar
Mc Conkey. El género Pseudomonas consiste en organismos Gram negativos,

moviles, curvos. Es un aerobio estricto y puede crecer a 42°C. Es un organismo
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presente en la naturaleza, se puede encontrar en la tierra, agua, lagos, en la
superficie de plantas, en intestino de animales y aves. Es relativamente resistente
fuera del cuerpo del hospedero, ya que requiere pocos suplementos alimenticios.
Es un patogeno oportunista que produce infecciones respiratorias, sinusitis,
queratitis y queratoconjuntivitis, septicemia, onfalitis e infeccion del saco vitelino.
(ICMSF, 2001) (Swayne, 2013)

Causa enfermedades locales o sistémicas en aves jovenes y en crecimiento,
invadiendo huevos fértiles causa muerte embrionaria. Es capaz de digerir la

cuticula del cascaron cuando la humedad es alta.

3.6.2 Bacterias Gram positivas:

Estafilococosis
Histéricamente los estafilococos han sido un problema significativo por ser un

habitante natural en el ambiente de las granjas avicolas.

Los Staphylococcus son bacterias Gram positivo en forma de cocos
pertenecientes a la familia Micrococaceae, género Staphylococcus. Son bacterias
asociadas con una gran variedad de enfermedades en pollos, pavos y otras
especies de aves; estas incluyen infeccion del saco vitelino, septicemia, artritis,
tenosinovitis, osteomielitis, dermatitis gangrenosa entre otras (Pattison, McMullin,
Bradbury, & Alexander, 2008) (Swayne, 2013).

Son bacterias anaerobias facultativas, catalasa positiva y crecen en agar sangre.
En comparacién con las cepas de los mamiferos, las cepas que afectan a las aves

son a o & Hemoliticos y crecen en medios suplementados con 6.5 % de NaCl.
Son habitantes normales de piel, mucosas y estan presentes en el ambiente.

La infeccidon por estafilococos es un problema mundial ya que causa pérdidas
econdmicas significativas, como disminucion de la ganancia de peso y disminucion

en la produccién de huevo.
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3.6.3 Hongos: Los hongos son microorganismos eucarioticos unicelulares o
pluricelulares  heterotrofos, quimioorganotroficos, aerobios o anaerobios
facultativos que se nutren por absorcion. Con base en caracteristicas
morfologicas, forma de reproduccion y modo de crecimiento, los hongos se dividen

en dos grandes grupos:

3.6.3.1 Filamentosos: estan constituidos por células cuyo diametro puede variar
de 1 a 30 um y tienen una pared celular constituida por polisacaridos (quitina en la
mayoria y celulosa en los oomicetos) y forman filamentos o hifas las cuales son
estructuras tubulares en cuyo interior fluyen todos los organelos, contenidos en el
material citoplasmatico y ademas presentan un crecimiento apical. (Alcantara,
2005)

3.6.3.2 Levaduras: Las levaduras presentan formas diversas, esférica, ovoide,
elipsoidal y cilindrica; crecen de forma isodiamétrica (hacia todos lados)
constituyendo la parte vegetativa y en poco tiempo se reproducen asexualmente
por gemacion, fision binaria o fragmentacion. Algunas levaduras forman cadenas,
estructuras a las que se denomina seudohifas (por lo que la agregacion de varias
de ellas se conoce como seudomicelio. Las colonias generalmente son poco
elevadas y de consistencia suave, cremosa, y su color oscila, en general, entre el
blanco - amarillo, aunque algunas contienen pigmentos carotenoides (Tienen un
tipo de crecimiento conocido como isodiamétrico. Se reproducen asexualmente
por gemacion dando origen a dos células desiguales, madre e hija. Esta forma de
reproduccion y crecimiento da como resultado la formacion de colonias con

aspecto cremoso y humedo. (Alcantara, 2005)
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Tabla 4 Incidencias de aislamientos en incubadoras

Incubadora | Muestras | Salmonella | Pseudomonas | Shigella | Klebsiella | E.coli Enterobacter
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 64 6.25 7.91 7.81 4.68 6.25 7.61
2 64 3.13 6.25 4.69 1.56 3.12 4.68
Incubadora | Muestras | Yerseniae Hafnie Serratiae | Proteus Cocos
(%) (%) (%) (%) G+
(%)
1 64 12.5 7.81 4.68 12.5 10.93
2 64 6.25 4.68 1.56 7.81 7.81

(Moustafa Z., 2009)

En la tabla 4 observamos los contaminantes mas comunes en las incubadoras

Tabla 5 Contaminacién del cascardn para las unidades seleccionadas

(Higenyi & Kabasa, 2014)

significativos

Patégeno N Promedio Minimo
(%)

| Escherichiacoli 171 019 0391 0 1
Salmonella spp. 171 0.00 0.000 0 0
Pseudomonas 171 0.09 0.284 0 1
Staphylococcus 171 0.18 0.381 0 1
Proteus 171 0.02 0.132 0 1
Hongos 171 0.03 0.169 0 1
Grupos no 171 0.51 0.501 0 1

En la tabla 5 se muestran los resultados en el estudio realizado por (Higenyi &

Kabasa, 2014) para el aislamiento de bacterias en el cascarén de huevos en una

incubadora.
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Tabla 6 Principales bacterias y hongos aisladas del cascarén de huevos en

Nigeria

Bacterias Hongos
Enterobacter aerogenes Mucor sp.
Escherichia coli. Fusarium sp.
Citrobacter freundii Rhizopus sp.
Bacillus cereus Aspergillus sp.
Enterococcus faecalis Penicillium sp.
Proteus mirabillis

(Oviasogie, Ogboghodo, Beshiru, Omoregie, & Ogofure, 2016)

En huevos lavados y no lavados encontramos altos niveles de enterobacterias y
hongos con conteos de entre 9.7 x 10*a 1.27 x 10° (Jones, Musgrove, & Northuctt,
2004)

3.7 Limpieza y desinfeccion en avicultura.

La planta incubadora posee una diversidad de procesos y algunos de éstos
requieren frecuencias y niveles diferentes de limpieza; basicamente todo el
proceso de incubacidon se puede dividir en 2 etapas, la primera etapa son los 18.5
(18-19) dias que pasan los huevos en las maquinas incubadoras y la segunda

etapa los ultimos 2.5 (2-3) dias en las nacedoras.

La primera fase de 18.5 dias es la que se considera la mas limpia del proceso y
por esta razén puede caerse en el error de no limpiar con suficiente frecuencia,
como cada planta es diferente no se puede establecer una frecuencia estandar,
sino que cada planta debe disefiar un procedimiento a medida, es importante
poner especial atencion a las zonas que son mas dificiles de limpiar y a las que
por su funcionamiento facilitan la diseminacion de los microorganismos como:
ductos, aspas, serpentines, admisién de aire y sistema de humidificacion, tanto de

las maquinas incubadoras como de las salas y del edificio en general.
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La segunda fase del proceso de incubacién en las nacedoras es mas dificil pasar
desapercibida, debido a que después del nacimiento las nacedoras quedan
totalmente impregnadas con plumén de los pollitos que nacieron, por lo que es
l6gico e imperativo que se debe realizar una limpieza profunda, en esta parte es
importante hacer énfasis que debido a la gran cantidad de materia organica que se
acumula se facilita la formacion de bio-peliculas, que son capas de materia

organica que pueden esconder y proteger microorganismos patégenos.

La limpieza y la desinfeccion de las superficies que han estado en contacto con
animales o materias organicas representan un aspecto esencial de la lucha contra
las enfermedades bacterianas y virales, y permiten garantizar la salubridad y la
inocuidad de los alimentos. La minuciosidad de la limpieza que precede la
desinfeccion es el factor mas importante en la eficacia de las operaciones de

desinfeccion.

Los usuarios de desinfectantes y los agentes responsables del uso de
desinfectantes deben tener objetivos claros y un programa de accién bien
determinado. Deben elegir productos apropiados, limpiar y preparar
convenientemente el area de operaciones y tomar las medidas necesarias para
garantizar la seguridad de los animales, las personas, los equipos y el medio
ambiente. Por otra parte, deben evaluar objetivamente los resultados de las

operaciones de desinfeccion.

El establecimiento de estrategias seguras y eficaces requiere un conocimiento
perfecto de la accion y la toxicidad que puedan tener los productos elegidos, un
programa de accion definido con claridad, el respeto de las reglamentaciones, una
documentacion completa, una vigilancia seria y controles después de la
desinfeccion. Las operaciones y los métodos de desinfeccion deben contemplar
las exigencias juridicas y de proteccion del medio ambiente, asi como responder a

las expectativas cambiantes de la sociedad.
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La limpieza y desinfeccién son dos factores muy importantes en el mantenimiento
de la sanidad dentro de la planta incubadora, siempre habra poblacidones de

microorganismos en ella por sus caracteristicas.

Para utilizar al maximo/eficiente/eficacia un desinfectante es necesaria una
limpieza previa de la zona a desinfectar, ya que la materia organica tiende a

neutralizar su efecto en parte o en su totalidad.

3.7.1 Limpieza:

La limpieza consiste en la eliminacién de suciedad, materia organica y manchas.
Incluye el cepillado, la aspiracién, el desempolvado en seco, el lavado o fregado
con un pafio y agua con jabon o detergente. La suciedad, tierra y la materia
organica pueden albergar microorganismos que interfieren con la accién de los
descontaminantes (antisépticos, germicidas quimicos y desinfectantes).La
limpieza previa es fundamental para conseguir una correcta desinfecciéon o
esterilizacion. Muchos productos germicidas solo son activos sobre material
previamente limpio. Esta debe llevarse a cabo con cuidado para evitar la
exposicion a agentes infecciosos. Deben utilizarse materiales que sean

quimicamente compatibles con los germicidas que vayan a utilizarse después.

3.7.2 Desinfeccion:
La desinfeccidon es el proceso que consiste en eliminar a microorganismos

infecciosos mediante el uso de agentes quimicos o fisicos.

3.7.2.1 Desinfectantes. Un desinfectante es un agente quimico que destruye o
inhibe el crecimiento de microorganismos patéogenos en fase vegetativa o no
esporulada. Los desinfectantes no necesariamente matan a todos los organismos,
pero los reducen a un nivel que no dafan la salud ni la calidad de los bienes
perecederos. Los desinfectantes se aplican sobre objetos y materiales

inanimados, como instrumentos y superficies para tratar y prevenir la infeccion.
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Las caracteristicas de un buen desinfectante son:

Es soluble en agua

Presenta alta efectividad a temperatura ambiente

Es estable

No es corrosivo

Posee la eficacia de biocida para inactivar a los microorganismos o a los
componentes subcelulares.

No debe reaccionar con materia organica ni inactivarse en presencia de esta.
Tiene un espectro lo mas amplio posible

Muestra una eficacia comprobada en condiciones de campo (maquinas
incubadoras) Su uso es seguro para los operarios, animales, equipo, consumidor y
el ambiente.

Presenta bajo o nulo peligro asociado con el uso del biocida y proceso de
tratamiento de los sitios a desinfectar y el agua residual.

Tiene la propiedad de desodorante

3.7.3 Principales desinfectantes utilizados en la avicultura:

3.7.3.2 Formaldehido .- H2C=0 monoaldehido que se ocupa es en forma de
gas,. Es un desinfectante poderoso cuando esta en soluciéon acuosa al 10% y su
principal uso es como gas fumigante. Actua contra proteinas y el acido
ribonucléico (ARN), generando una coagulacion o desnaturalizacion de proteinas y

material genético. (Sumano, 2010)

El formaldehido se ha utilizado durante muchos afos para la desinfeccion de
huevos para incubar y material de incubacion. Como fumigante, este gas ha
demostrado ser un medio muy eficaz para destruir bacterias y virus en huevos,
envases de huevos, cajas para polluelos, incubadoras y demas material de

incubacioén, siempre y cuando estos articulos hayan sido limpiados previamente.
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En la actualidad, difieren los criterios sobre la concentracion o6ptima de
formaldehido necesaria para desinfectar los huevos y el material del

establecimiento de incubacion (OIE, 2010)

Mecanismo De Accion: Alquilante de grupos sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo o
amina. Produce hidroximetilaciones o condensaciones (entrecruzamientos) en las

proteinas y en los nitrogenos de los anillos de las bases puricas.

Efectos Adversos: Su contacto con la piel causa blanqueamiento y curtido.
Aplicado de forma repetida puede causar dermatitis de contacto. En caso de
accidente se recomienda lavar la zona con abundante agua y jabdn. Los vapores
provocan irritacion ocular, nasal y de vias respiratorias altas. Pueden causar tos,
edema y espasmos de laringe (mas raramente pulmonares), disfagia, bronquitis,
neumonia y raramente edema pulmonar. Se han descrito casos de asma tras
exposicion repetida. Su ingestion accidental causa inflamacion, ulceraciéon y
necrosis de las mucosas; también vomitos y diarreas sanguinolentas, hematuria,
nauseas, anuria, acidosis metabdlica, vértigo, convulsiones, pérdida de conciencia
e insuficiencia circulatoria. La absorcion es rapida, asi como su metabolizacion a
acido férmico (principalmente en el higado). La excrecién es renal en forma de
formiatos. Su tiempo de vida media es de 80-90 minutos, aproximadamente. Tras
la ingesta no es recomendable inducir el vomito o el lavado gastrico; si debe
administrarse agua, leche o carbén activado. La acidosis metabdlica causada
puede requerir la administracion endovenosa de bicarbonato sédico o lactato
sddico, e incluso la hemodialisis. No esta muy claro su potencial carcinogénico. La
mayoria de trabajos lo clasifican como bajo o inexistente. No obstante, la
inhalacién de vapores supone un riesgo de carcinogénesis y ha de ser manipulado
como un carcinégeno potencial. El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el
Trabajo define unos valores limites ambientales de exposicion diaria de 0.3 ppm.
Debe evitarse la exposicion de formaldehido en el embarazo por su potencial

teratdgeno.
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3.7.3.3 Paraformaldehido.- OH(CH20)nH Es la combinacion del formaldehido +
permanganato de potasio; necesita 75% de humedad y de 25 a 32°C. es muy

eficaz, aunque es gas liberado es toxico, irritante a la piel y ojos.

La desinfeccidon del huevo antes de la incubacion con guta y para.. no afectna el
porcentaje de nacimientos, siempre y cuando las sustancias que se utilicen estén
en concentraciones adecuadas y el tiempo de fumigacién no exceda los 25
minutos. Las excesivas fumigaciones en granjas o incubadoras, las altas
concentraciones de fumigantes, las bajas humedades al tiempo de fumigar y mas
de 30 minutos de fumigacién o muy altas temperaturas pueden eliminar la cuticula

del cascaron, de modo que queda desprotegido.

3.7.3.4 Glutaraldehido: (OHC(CH2)3 CHO) tiene actividad contra formas
vegetativas de bacterias, esporas hongos y virus con y sin envoltura
lipidica. No es corrosivo y su accién es mas rapida que la del
formaldehido. No obstante, tarda varias horas en matar las esporas
bacterianas .El glutaraldehido suele suministrarse en forma de solucion con una
concentracion de unos 20g/l (2%); algunos productos antes de ser
utilizados necesitan ser activados (alcalinizados) mediante la adicion de un
compuesto de bicarbonato que se suministra con el producto. La solucién activada
puede volver a utilizarse durante 1 a 4 semanas, segun la formulacion, el
tipo y la frecuencia de uso. Las soluciones de glutaraldehido deben
desecharse si estan turbias. El glutaraldehido es toxico e irritante para la
piel y las mucosas; debe evitarse el contacto con él. Debe utilizarse con una
campana extractora de vapores o en locales bien ventilados. No se recomienda
en forma de pulverizaciéon ni de solucion para descontaminar superficies. (OMS,
2005)

Mecanismo De Accién: Es alquilante de grupos sulfhidrilo, hidroxilo, carbonilo y
amino, alterando asi la sintesis de DNA, RNA y proteinas. La célula es incapaz de
llevar a cabo sus funciones esenciales. Causa también disrupcion de la pared de

esporas e inhibe la esporulacion y germinacion.
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Las soluciones deben estar activadas: el pH 6ptimo de actuacion es entre 7.5-8.5.
Menos téxico y mas potente que el formaldehido.

Las soluciones de glutaraldehido son mas estables a pH acido (de 3 a 6.3), pero
tienen una menor actividad biocida que las soluciones basicas.

La solucion de glutaraldehido activada (pH 7.5-8.5) sélo es estable durante 14
dias, aunque no es aconsejable utilizarla durante mas de una semana. Las
moléculas polimerizan a pH superiores a 8.5 y se bloquean los grupos aldehido
responsable de la actividad biocida.

Debe almacenarse en recipientes herméticamente cerrados y protegidos de la luz.
Deben evitarse temperaturas de almacenamiento elevadas (la temperatura éptima
es entre 15y 30°C). (Sumano Lopez, 2000)

Efectos adversos

Aunque es menos toxico que el Formaldehido, los efectos adversos y su
tratamiento son similares, y dependen de la zona afectada y de la concentracion.
Las reacciones mas frecuentes del personal expuesto suelen ser nauseas, dolor
de cabeza, obstruccién de las vias respiratorias, asma, rinitis, irritacion ocular y
dermatitis (por alergia o por efecto irritante directo). Se han dado casos de
taquicardia en personal expuesto por via tépica e inhalada. Los vapores de
glutarladehido son irritantes y sensibilizantes de los ojos, garganta y tracto
respiratorio. Su inhalacion puede provocar dificultad respiratoria y agravar una

enfermedad pulmonar existente.

3.7.3.5 Acido peracético y peroxido de hidrogeno: Son desinfectantes

eficaces que actuan por oxidacion y tienen amplio efecto antimicrobiano. Pueden
utilizarse soluciones diluidas, solas o mezcladas, para la desinfeccién de
superficies limpias. En presencia de sustancias organicas pierden su actividad
mas facilmente que otros desinfectantes y con el tiempo pierden rapidamente su

actividad.

El acido peracético o peroxiacético es un peroxido organico que se emplea
habitualmente en las desinfecciones de superficies y circuitos en las industrias
alimentarias debido a su eficaz accion biocida frente a bacterias, hongos,
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levaduras y virus. Ademas, su uso no genera residuos peligrosos para el medio
ambiente ya que se degrada a acido acético y peroxido de hidrogeno. El acido
peracético no se comercializa en su forma pura, sino que se encuentra en

equilibrio en solucion acuosa con acido acético y peroxido de hidroégeno.

El perdxido de hidrogeno puede irritar piel, mucosas, ojos y puede decolorar ropa
y cabello. Una concentracién al 5% es efectiva como desinfectante de huevos

incubables. Esta linea esta muy al aire.

El uso de soluciones de acido peracético como agente antimicrobiano en canales
y carne de ave esta aceptado en Estados Unidos por la FDA con limites de 220
ppm para el acido peracético y 110 ppm para el peroxido de hidrogeno (Hazards,
2014, OMS 2005)

Mecanismo De Accidn: La actividad desinfectante del acido peracético radica en
su capacidad oxidante sobre la membrana externa de las bacterias, endosporas y
levaduras. El mecanismo de oxidacion consiste en la transferencia de electrones
de la forma oxidada del acido a los microorganismos, provocando asi su
inactivacién o incluso su muerte. Ejerce su actividad al descomponerse en acido
aceético, perodxido de hidrogeno y oxigeno (productos no dafinos). oxida enlaces
quimicos sulfuricos en proteinas, enzimas, lipidos y otros metabolitos. Interrumpe
la funcidn de la membrana celular y asi causa ruptura de la pared celular.
(Hazards, 2014)

Soluble en agua, alcohol, éter y acido sulfurico. Estable en soluciones diluidas
acuosas.

Efectos Adversos: El acido peracético puede ulcerar tejidos e irritar piel,
mucosas, 0jos, tracto respiratorio y tracto gastrointestinal. No presenta toxicidad
una vez preparada la disolucién (0.26-0.35% de acido peracético). El contacto
directo del producto concentrado sobre la piel puede producir quemaduras graves.
Si el contacto es con los ojos puede producir ceguera. Son frecuentes las
irritaciones oculares, nasales y de la mucosa del cuello tras exposicion a vapores.

Una ingestion accidental puede causar nauseas, vomitos, dificultad de deglucion,
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guemaduras orales, esofagicas y del tracto gastrointestinal, seguidas de colapso
circulatorio
Por si mismo no es considerado cancerigeno pero algunos estudios en animales

han demostrado que puede ser un factor de induccién del cancer

3.7.4 Efecto de las condiciones ambientales sobre los desinfectantes:
Los factores ambientales que modifican a velocidad y extensién de la actividad de
los desinfectantes, tienen que ver con: temperatura, pH, demanda quimica exigida

sobre el desinfectante, y accesibilidad del biocida a los microorganismos blanco.

Temperatura: Por lo general, la accion aumenta conforme aumenta este factor.
Deacuerdo con algunas reglas empiricas, la velocidad de la reaccion quimica
aumenta por cada grado centigrado de elevacion; sin embargo esta regla no es
del todo valida. El glutaraldehido por ejemplo, es muy eficiente a temperaturas de

congelacion. (Sumano, 2010)

pH: Es importante conocer el pH del medio durante la desinfeccion, en particular
con algunos desinfectantes, el glutaraldehido requiere una alcalinidad especifica
para rendir su maxima eficacia, pues los medios acidos abaten sus efectos.
(Sumano, 2010)

Moustafa Gehan ha realizado varios estudios sobre el aislamiento de bacterias y

su suceptibilidad a diversos desinfectantes mostrado en la tabla 7 y 8:

Tabla 7 Efecto de los diferentes desinfectantes en el Conteo total de
bacterias, coliformes y hongos en la incubadora usando hisopos de arrastre.
(Moustafa Z., 2009)

CONTEO TOTAL ENTEROBACTERIAS HONGOS
Desinfectantes despué | Reduccid despué | Reduccio despué | Reduccio
Antes Antes Antes
utilizados s n % s n % s n %
TH4® Nulo 100 Nulo 100 Nulo 100
Virucidal extra
Nulo 100 Nulo 100 5x10 87.5
® 50x10 30x 4
Advantage 2 102 x102
1 x 102 98 1x502 98.3 1 x 102 75.0
256®
Perasan® Nulo 100 Nulo 100 Nulo 100
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Tabla 8 Eficacia de los desinfectantes contra los hongos bacterias selaccionadas

después de 10 minutos de contacto ( (Mosutafa Gehan, y otros, 2009)

Eficacia del desinfectante

Sin materia organica Con materia organica
Producto Pa | Ec | St | Sa | Af | Fs | Pa | Ec | St | Sa | Af | Fs
Perasan® - - - - - - + + + + - ¥
H202® + + + + + + + + + + + +
Aldekol® - - - - - - - - - - - -
Quatovet® | + + + + + + + + + + + +
Virkon-S® | + + + + + + + + + + + +

(Mosutafa Gehan, y otros, 2009)

3.7.4 Evaluacion de la eficacia de los desinfectantes

La unica prueba evidente de que una operacion de desinfeccion ha sido eficaz, se
puede observar indirectamente en el estado de salud de los animales o de la
salubridad de los alimentos, segun sea el caso. Existen varias maneras de evaluar
el espectro antimicrobiano de los desinfectantes, pero son escasos los estandares
aceptados a nivel internacional para el chequeo y la evaluacion de los
desinfectantes utilizados en programas de sanidad animal. Existen listas,
adoptadas por ciertos paises 0 convenios comerciales regionales, que designan
los desinfectantes que se han de usar en situaciones reglamentarias especificas.
En otros paises, estos desinfectantes deben ser previamente aprobados mediante
pruebas implementadas por organismos reglamentarios. Algunos otros aceptan las
listas que han sido elaboradas y aprobadas en otros, o determinan arbitrariamente
sus propios requisitos para la aprobacion. Por ultimo, algunos solo implementan

requisitos minimos.

Los desinfectantes modernos suelen ser mezclas complejas de sustancias

quimicas.
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Para medir su actividad biocida, un analisis quimico no basta, sino que es

necesario someterlos a bioensayos complejos. (OIE, 2010)

Hay muchos métodos para la identificacion de los microorganismos presentes en
la cascara del huevo. En 1970 Robert Gentry describié un proceso bastante
simple en el cual cada huevo es colocado en una bolsa de plastico estéril con 10
mL de una sustancia isoténica o buffer en donde se masajea en toda la superficie
del cascardon con la mano por 1 minuto , esta con el fin de remover todas las
particulas presentes en este dejandola reposar 5 minutos, pasando este tiempo se
vuelve a masajear y se procede a sembrar el contenido de la bolsa o
sobrenandante en una placa con distintos tipos de agares los cuales se meten a
incubar, dando como resultado el crecimiento bacteriano de las distintas bacterias
para su posterior conteo y determinacién del grado de contaminaciéon del mismo
(Gentry & Quarles, 1971). Robert Gentry clasifico el huevo de acuerdo a su grado

de contaminacién (tabla 4 )

Tabla 9 Conteo bacteriano del cascaron de huevos clasificados como limpios,

manchados o sucios. Por examen macroscopico

Conteo bacteriano

Grupo Clasificacion ~ Muestras Alto Bajo Promedio
1 Limpio o* 6 400 200 3400
12 Limpio 10 5100 300 3 000
2 Manchado S5 57 000 11 000 25700
22 Manchado 10 51 000 13 000 28 100
3 Sucio 10 930 000 110 000 390 000
32 Suio 10 14 000 000 130 000 430 000

*Un huevo roto durante el lavado
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En nuestro pais no existen parametros microbiologicos establecidos que permitan
verificar si el grado de contaminacion por bacterias, hongos o levaduras es
aceptable o no, debido a esto, los parametros se establecen realizando
monitoreos microbiolégicos de cada planta incubadora periddicamente vy
estableciendo un rango por cada empresa dependiendo de los resultados de los

mismos.
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4.- Justificacion del estudio:

La importancia de la aplicacién de sistemas de limpieza y desinfeccion en las
explotaciones avicolas radica en la necesidad de proveer un medio ambiente con
bajas cargas microbiologicas. La industria avicola ha tenido un crecimiento
acelerado, por ello la planeacion y desarrollo de un sistema de limpieza y
desinfeccion aplicado por un departamento especifico con sus técnicas y equipos
de trabajo, ha sido desarrollada en las empresas avicolas actuales. (Villagdmez
Pérez, 2000)

Los productos de pollo de engorda y de huevo incubable en todo el mundo se
enfrentan continuamente al reto de asegurar que sus productos estén libres de
enfermedades. (LIMITED, 2000).

El siguiente estudio se realiza por la importancia de llevar a cabo un monitoreo
ambiental en las plantas incubadoras para evitar la contaminacién del huevo fértil
y asi aumentar la tasa de nacimientos de pollito sano, disminuir la incidencia de
huevos bombas, muertes embrionarias o nacimiento de pollitos contaminados, que
posteriormente contaminaran a las siguientes parvadas. Asi como evaluar la

eficiencia de dos desinfectantes generalmente utilizados en la industria avicola.
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5 Hipétesis y objetivos:
5.1.-Hipétesis.

5.1.1.- Hipotesis General:
Con el uso de desinfectantes a mayores concentraciones habra una reduccion de
la carga microbiolégica presente en la superficie del cascaron de los huevos

procedentes de gallinas reproductoras ligeras.

5.1.2.- Hipotesis especifica:
A) La familia enterobacteraceae se encuentra con mayor frecuencia en la

superficie del huevo incubable debido a la anatomia de las aves ya que el huevo
sale en donde desembocan aparato reproductor, urinario y digestivo que es la

cloaca.

B) La presencia de materia fecal en el huevo disminuira el efecto de los

desinfectantes aun usandolos a tiempos y concentraciones recomendadas.

5.2 Objetivos:
5.2.1 Objetivo general: Determinar la carga microbioldgica cuantitativa y
cualitativa en plantas incubadoras mediante métodos microbiolégicos de

monitoreo ambiental (Técnica de Gentry)

5.2.2 Objetivos particulares:

1.2.1.- Analizar las ventajas y desventajas de utilizar dos desinfectantes a
concentraciones diferentes.

1.2.2.- Evaluar que grupo bacteriano es mas frecuente encontrar en la superficie

del huevo después de una sanitizacion y desinfeccion.
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6.- Material y métodos:
6.1 Seleccion de los huevos de estudio.- Se analizaron 1060 huevos fértiles
procedentes de una parvada de gallinas reproductoras ligeras de la estirpe

Lohmann de 42 semanas de edad en una granja ubicada en el estado de Jalisco.
La seleccion de los huevos se baso en los siguientes criterios:

1.- Criterios de inclusion: Huevos sin presencia de fracturas en el cascardn,

limpios y sucios, separados respectivamente.

2.- Criterios de exclusion: Huevos en farfara, huevos quebrados, huevos deformes

o de aves sometidas a algun tipo de tratamiento antimicrobiano.

6.2.- Diseiio experimental:

Los huevos seleccionados fueron sometidos a los siguientes tratamientos: Se
utilizaron dos desinfectantes el primero contenia glutaraldehido al 2% vy diluido en
agua con un pH final de 7.5-8.5, el segundo fue un producto comercial a base de
una mezcla de acido peracético 5%, peroxido de hidrogeno 25% y otras

sustancias 70% con un ph final de 1-2.

El lote total se dividié en huevo limpio y huevo sucio que a su vez se dividio en los

siguientes tratamientos los cuales fueron aplicados por aspersion:

Tabla 10 Grupos de tratamientos

150 ppm de glutaraldehido
200 ppm de glutaraldehido
250 ppm de glutaraldehido
300 ppm de glutaraldehido
350 ppm de glutaraldehido
400 ppm de glutaraldehido

Acido peracético 5 minutos

150 ppm de glutaraldehido
200 ppm de glutaraldehido
250 ppm de glutaraldehido
300 ppm de glutaraldehido
350 ppm de glutaraldehido
400 ppm de glutaraldehido
Acido peracético 5 minutos

Acido peracético 8 minutos
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Las muestras llegaron al laboratorio directamente de la granja en donde se les

administro el tratamiento indicado para cada lote de huevos.

*Durante la recepcion de las muestras hubo algunos huevos quebrados o con

fracturas en el cascardn, los cuales se excluyeron del experimento.
Medios de cultivo:

Para la determinacién de bacterias mesdfilas aerobias al cual se le llamé el conteo
total se utilizé agar de soya tripticaseina (TSA), para las enterobacterias se uso
agar Mac Conkey (AMC), para el aislamiento de cocos gran positivos agar de sal y
manitol (SMA) y para la cuenta de hongos filamentosos y levaduras agar dextrosa
sabouraud (DSA)

Muestreo de la superficie del huevo:

1. Se depositaron 10 mL de PBS 1X estéril en la bolsa que contenia el
huevo. (IMAGEN 4)

2. Se froté la superficie del huevo con las paredes internas de la bolsa para
suspender en el liquido toda la materia contenida en la superficie.

3. El huevo se colocé en una de las esquinas de la bolsa para que el PBS 1X
lo cubriera completamente y se doblé la bolsa para cerrarla.

4. Se dejo reposar el huevo por 5 min con la bolsa cerrada.

5. Nuevamente el huevo se frotd con las paredes internas de la bolsa para
qgue se resuspendiera el liquido.

6. El huevo fue retirado de la bolsa de forma aséptica.

7. El liquido contenido en la bolsa se deposité en un tubo de ensaye de 16 x
100 estéril con tapon de goma.

8. Se realizaron diluciones decuples 10", 102 y 103 a partir del liquido
contenido en la bolsa el cual corresponde a la dilucion 10, las diluciones
se realizaron de la siguiente manera. (Tomar 1 ml de la dilucién 10! y

depositar en un tubo de 16 x 100 mm que contenga 9 ml de PBS 1X,
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homogenizar y tranferir 1mL al siguente tubo identificado con la leyenda
102 el cual contiene 9 ml de PBS 1X, realizar el paso anterior hasta llegar
al tubo 104) (Imagen 5)

[
|
|
(

Imagen 8 Diluciones décuples

Metodologia del aislamiento

1.

Después de realizar las diluciones del muestreo primario se depositdé 1
mL de cada dilucion en una caja de petri estéril.

Se adicionaron aproximadamente 20 mL de agar liquido de los medios
TSA, SMA, MCA y DSA (Imagen 6) (El tiempo transcurrido entre la
preparacién de la dilucién primaria y el momento en que se vierte el medio
de cultivo, no debe exceder de 20 minutos) (NOM-113-SSA1-1994 1.
NOM-113-SSA1-1994, Método para la cuenta de microorganismos
coliformes totales en placa.) (NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios.
método para la cuenta de bacterias aerobias en placa.)

Se mezclé cuidadosamente el inoculo con el medio con seis movimientos
de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas
del reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del
reloj y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada

(imagen 7)

4. Preparar una caja control con 15 ml de medio para verificar la esterilidad.

5. La mezcla se dej6 solidificar dejando las cajas Petri reposando sobre una

superficie horizontal a temperatura ambiente.
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6. Una vez solidificado el medio, se procedi6 a incubar las placas de forma
invertida en una estufa bacteriolégica a una temperatura de 35 +2 °C por
48 horas.

7. En el caso de los hongos la incubacién se realizé a temperatura ambiente
en una caja de unicel para brindarles oscuridad y se revisé diariamente

durante 10 dias.

@Q

20 mL

Imagen 9 vaciado de muestra y agar en placa

OO
OO

Imagen 10 Movimientos para homegenizar la
muestra
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7.- Resultados:

De acuerdo a los aislamientos obtenidos de las 1060 muestras trabajadas de

huevos limpios y sucios de gallinas reproductoras ligeras

7.1 Analisis estadistico:
Para el analisis estadistico se utilizé el Programa Excel con la herramienta
analisis de varianza de un factor. En el cual se metieron los resultados de las 1060

muestras analizadas.

Los datos fueron evaluados en logaritmo 10 con la finalidad de hacer un analisis

mas representativo.

7.1.1 Huevo limpio + glutaraldehido:

En el analisis de varianza del conteo total de las UFC observamos una varianza
entre grupos de 15.79 y un resultado de F mayor a 1 (F>1) entendiendo que existe
diferencia entre los tratamientos. El resultado para la probabilidad es de 3.7912 E-
0.05 indicando que alguno de los tratamientos tiene una diferencia verdadera
significativa; al realizar la prueba de Tukey (Anexo Ill) encontramos que el unico
tratamiento diferente es el testigo, confirmando que los grupos experimentales

tuvieron efecto sobre la carga bacteriana.

En los porcentajes de reduccién el conteo total podemos observar que el grupo al
150 ppm tiene la mayor reduccién con un 80.33%, mientras que el grupo con una
concentracion de glutaraldehido a 300 ppm nos muestra un 51.64% de reduccidn,
los y tratamientos a 200, 250, 350 y 400 ppm son iguales en cuanto a la reduccion
mostrando valores entre un 70% y un 73.90%, siendo solamente los grupos con

150 y 300 ppm diferentes (grafica 1) (Anexo |).
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Grafica 1.- Porcentaje de reduccion conteo total vs glutaraldehido en huevo

limpio

En el analisis estadistico del la carga microbiolégica de enterobacterias, podemos
observar que los grupos experimentales tienen desviaciones estandares menores
a 1 (Anexo IV) esto debido a que en la mayoria de los casos el conteo de este
grupo bacteriano fue nulo como se observa en la grafica 12. Hay una diferencia
entre grupos mayor a 1 lo que nos muestra que hay una diferencia entre ellos. En
este tratamiento la probabilidad fue mayor mayor a 0.05, con un valor de 0.1712

los resultados de este caso no tienen diferencia verdadera significativa.
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Grafica 2.- Porcentaje de reduccion enterobacterias vs glutaraldehido en

huevo limpio

En los resultados obtenidos del aislamiento de cocos (Anexo VI) podemos
observar que el dentro de todos los aislamientos el grupo testigo tiene un
promedio de 6.1413 que los grupos a 150, 200, 250, 350 y 400 ppm tienen un
promedio de 1 lo cual nos dice que hubo un efecto del desinfectante mientras que
el tratamiento a 300 ppm tiene promedio de 2.3835, los tratamientos tienen
desviaciones estandares de 0 a excepcion del 300 ppm en el que hubo casos con
aislamientos positivos y el Testigo en el cual los aislamientos bacterianos fueron
muy abundantes pero fueron de conteos desiguales. Haciendo el analisis de
varianza en el anexo VIl observamos que el valor de F es mayor a uno, por lo tanto
los tratamientos tienen efecto, mientras que nuestra probabilidad es menor a 0.05
teniendo un resultado de 4.2687 E-07 para lo cual se realiz6 un analisis de
diferencia verdadera significativa por prueba de Tukey (anexo VIII) dando como
resultado que el unico grupo diferente es el testigo aceptando entonces que los

tratamientos tuvieron efecto.

La reduccion muestra en la mayoria de los tratamientos porcentajes superiores al

80% con excepcidn del tratamiento a 300 ppm mostrado en la grafica 3.
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Grafica 3.- Porcentaje de reduccion cocos vs glutaraldehido en huevo limpio

El conteo de hongos filamentosos para el caso del tratamiento en huevo limpio nos
muestra resultados con conteos menores a diez (<10) Anexo IX tanto en el grupo
control como en los grupos de tratamientos, por lo que el porcentaje de reduccion

dio nulo.

El analisis de varianza Anexo X nos muestra que solo hubo un tratamiento que fue
la concentracidn de 400 ppm en el que se aislaron pero con un promedio de 1.6
siendo no significativo en comparacion a los otros grupos teniendo un valor de P >
a 0.05 anexo XI

El conteo de levaduras en el huevo limpio nos dio un conteo elevado en el lote
testigo anexo Xl, el cual tiene una desviacion estandar de 1.4 debido a una
variacion en los aislamientos individuales del mismo grupo. Los tratamientos con
glutaraldehido nos muestran que los conteos en su mayoria fueron menores a 10
con excepcioén de los grupos a 350 y 400 ppm dando aislamientos con medias de
1.42 y 1.28 respectivamente. El valor de la probabilidad que arrojo el analisis de

varianza en el anexo Xll nos da un valor de 6.0365E-09 haciendo el analisis de
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diferencia verdadera significativa (Anexo Xlll) el grupo testigo en comparacién con

los grupos en los cuales se administro el tratamiento.

El porcentaje de reduccién nos da resultados entre un 64 y 75 % Grafica 4.
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Grafica 4.- Porcentaje de reduccion levaduras vs glutaraldehido en huevo

limpio

7.1.2 Huevo sucio glutaraldehido:

En la grafica 5 los resultados obtenidos del grupo experimental de huevo sucio
contra glutaraldehido muestra que los porcentajes de reduccion en el conteo total
son muy variables, teniendo como mayor el grupo a 200 ppm con un 73.30%,
seguido por el concentrado a 400 ppm con un porcentaje 64.44%, mientras que el
grupo a 250 ppm es menor teniendo el 44.83% En este caso los valores para error
estandar varian siendo el grupo 3 y el testigo los mas altos, es debido a que hubo
grupos que dieron aislamientos bajos mientas que otros tuvieron numeros de UFC
muy altos anexo XIV, Para este caso en el analisis de varianza mostrado en el
anexo XV el valor de P nos muestra un valor de 1.4195 y una probabilidad de

0.023 no existiendo una diferencia verdadera significativa.
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Grafica 5.- Porcentaje de reduccion conteo total vs glutaraldehido en huevo

sucio

En el caso de aislamientos de enterobacterias podemos observar en el anexo XVI
que el promedio en caso del grupo testigo es el mas elevado, seguido por el grupo
a 300 y a 350 ppm teniendo desviaciones estandar mayores a los demas. El
aislamiento en estos tratamientos no fue uniforme, aun asi los conteos dieron muy
elevados, el valor de P en el anexo XVII es mayor a 0.05 (P > 0.05), dando como
resultado no diferencias significativas entre grupos, de igual manera el porcentaje
de reduccidn vemos que el mayor es en el grupo a 200 ppm mientras que los
menores son a 300 y 350 ppm debido a los altos numeros de UFC/ml
encontrados. Los errores estandar vuelven a ser elevados, principalmente en los
tratamientos a 300 ppm y 350 ppm, resulta dificil tener un conteo uniforme con la

presencia de materia fecal en el cascarén de los huevos estudiados.
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Grafica 6.- Porcentaje de reduccion enterobacterias vs glutaraldehido en

huevo sucio

Los resultados para el aislamiento de cocos en el presente estudio muestran un
excelente desempeno en la reduccion de estos desafiados contra el glutaraldehido
en huevo sucio mostrados en la grafica 7, los aislamientos en el huevo control
anexo XVIIl nos muestran promedios bajos entre 1.0 y 1.73 entendiendo que los
conteos de UFC en algunos fue muy escaso a nulo como lo es en el caso de 200

y 300 ppm teniendo promedios de 1.0

Para este analisis de varianza el anexo XIX nos muestra un resultado para P de
9.0988 E-06 , haciendo el analisis de Tukey (Anexo XX) para encontrar la
diferencia verdadera significativa, encontramos que todos los grupos varia con el
grupo Testigo, interpretando por ende que todos tuvieron efecto significativo sobre
la carga microbiolégica de este familia bacteriana. Igualmente tenemos un valor de
F elevado de 8.7025 encontrando por ende que las variables independientes son
diferentes a la dependiente.
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Grafica 7.- Porcentaje de reduccion cocos vs glutaraldehido en huevo sucio

Para el casos de los hongos filamentosos en este estudio tenemos aislamientos
muy bajos en el grupo al 200 y 250 ppm, dando mas elevados que el grupo testigo
que nos dio un logaritmo de 1 siendo nulo su aislamiento, por lo cual no se

procedié a hacer un analisis de porcentaje de reduccion ANEXO XXI

Las levaduras aisladas en el tratamiento del huevo sucio y glutaraldehido son
realmente bajos (Anexo XXIl) en la mayoria de los tratamientos con excepcion
del tratamiento a 400 ppm siendo este el que tuvo un menor porcentaje de

reduccion grafica 8.

Haciendo el analisis estadistico mostrado en el anexo XXIV encontramos un valor
de P <0.05, por lo que se procedié a hacer la prueba de Tukey encontrando que
solamente los tratamientos a 150 y 350 ppm son verdaderamente significativos en
cuanto al grupo Testigo, siendo entonces los unicos con eficacia.
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Grafica 8.- Porcentaje de reduccion levaduras vs glutaraldehido en huevo

sucio

7.2 Tratamiento acido peracético + peréxido de hidrégeno

El tratamiento de perdxido de hidrogeno mas acido peracético nos da porcentajes
de reduccion diferentes dependiendo del grupo bacteriano al cual este enfrentado,
el grupo mas sensible es el caso de los cocos con un 61.86 % de reduccion, el
siguiente grupo bacteriano es el grupo de las levaduras las cuales ya presentan
una menor reduccion teniendo un 31% y por ultimo las enterobacterias con
apenas 4% de reduccion mostrado en la grafica 10 y los insertos al XXVI al XXXV,
en este caso encontramos un unico valor de P <0.05 que es el grupo de los cocos
en el cual hubo una diferencia con el grupo testigo indicando que es

verdaderamente significativo el resultado y por ende el porcentaje de reduccion
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Grafica 9.- Porcentaje de reduccion de bacterias en huevo limpio tratado con

peroxido de hidrégeno + acido peracético durante 5 minutos.

El conteo total de UFC en el tratamiento de huevo sucio nos dio un promedio de 8
para el conteo total, las enterobacterias y los cocos, mientas que para los hongos
filamentosos nos dio un resultado de 1 y las levaduras 4.34. Los porcentajes de
reduccion del huevo sucio tratado con la mezcla del peroxido de hidrogeno y acido
peracético nos muestran mejores resultados en el tratamiento a ocho minutos
comparado con el tratamiento a cinco minutos grafica 10, siendo los cocos los mas
sensibles con un porcentaje de reducciéon de 87.5%, seguido por las
enterobacterias con un 80.42% y los menos sensibles las levaduras teniendo un

porcentaje de reduccion de 52%.

Aunque en este caso las enterobacterias estadisticamente no dieron una
diferencia verdadera significativa comparada con los otros grupos su porcentaje de
reduccién es bastante bueno con respecto al grupo a cinco minutos. En este caso

tenemos un valor de F mayor a uno, siendo diferencia entre grupos (Anexo XXXIX)

Para el caso de los cocos tenemos un alto valor de reduccion respecto al lote
testigo y al de 5 minutos de contacto, siendo asi el mas eficiente a ocho minutos,

en este caso observamos que tiene una desviaciéon estandar de 0 mostrada en el
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anexo XL siendo un logaritmo 1 de promedio, entendiendo que la reduccion fue

bastante aceptable.

Pala el aislamiento de las levaduras tenemos valores de 4.34 en el lote testigo y
en ambos tratamientos un valor de 2 teniendo valores de 50.74% para el grupo a 8
minutos siendo este el mas eficaz, el anexo XLV nos muestra que el valor de P es

mayor a 0.05 no existiendo diferencia verdadera significativa.

En los analisis de varianza de estos tratamientos vemos que no existe un valor de
P<0.05 para ninguno de ellos (anexos XXXVII, XXXIX, XLI, XLIII, XLIV)
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Grafica 10.- Porcentaje de reduccion de bacterias en huevo sucio tratado con

peroxido de hidrogeno + acido peracético durante 5 y 8 minutos

De acuerdo a los aislamientos obtenidos de las 1060 muestras analizadas:
podemos observar que en cuanto al aislamiento de bacterias presentes en el
huevo limpio (Grafica 12) el grupo mas representativo son los cocos dando un

99%, esto debido a que los aislamientos dieron resultados por encima de un millén
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de UFC en promedio, seguido por las levaduras, las enterobacterias y los hongos,

estos ultimos dando resultados negativos.

Una vez desinfectado el huevo, al hacer el conteo bacteriano nos muestra en este
caso que el principal aislamiento es el de las levaduras con un 43%, seguido de
las enterobacterias con un 34%, los hongos con un 12% vy al final los cocos con un
11% (grafica 13)

Porcentaje de aislamientos huevo
limpio testigo
1% 0% 0%
B ENTEROBACTERIAS
B COCOS
HONGOS FILAMENTOSOS

99%
W LEVADURAS

Grafica 11 Porcentaje de aislamiento huevo limpio testigo glutaraldehido

Porcentaje de asilamientos huevo
limpio desinfectado Glutarladehido

43% 34% m ENTEROBACTERIAS
m COCOS
129 1% HONGOS FILAMENTOSOS
m LEVADURAS

Grafica 12.- Porcentaje de aislamientos huevo limpio desinfectado

glutaraldehido
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Los resultados obtenidos en los aislamientos del huevo sucio nos muestran que el
grupo bacteriano con mayor incidencia fue el de las enterobacterias, los resultados
de los aislamientos nos lanzaron conteos por arriba de 107 UFC, mientras que los
grupos de cocos, hongos filamentosos y levaduras dan resultados muy bajos o

casi nulos. (grafica 14).

W ENTEROBACTERIAS m COCOS ™ FILAMENTOSOS m LEVADURAS

0% (0956

100%

Grafica 13 Porcentaje de aislamientos huevo sucio desinfectado con
glutaraldehido
Se obtuvieron el los aislamientos de huevo sucio resultados de un 50% para
cocos, un 49% para enterobacterias y un 1% para levaduras en los huevos sucios

del lote testigo, los hongos filamentosos no dieron resultados positivos.

B ENTEROBACTERIAS m COCOS m FILAMENTOSOS m LEVADURAS

0% 1%

49%
50%

Grafica 14.- Porcentaje de aislamientos en huevo sucio testigo
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8.- Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos observar que en cuanto al
aislamiento de bacterias presentes en el huevo limpio el grupo mas representativo
son los cocos. En comparacion con Higenyi & Kabasa, 2014 quienes obtuvieron
aislamientos Del 18 % de staphylococcus y un 51% de grupos no significativos
entre los cuales pueden estar micrococcus y algunos tipos de streptococcus (que
son organismos capaces de crecer en SMA aunque los segundos con menor
probabilidad), con Moustafa Z., 2009 quien tuvo una incidencia del 10.93% y del
7.81% y con Oviasogie, Ogboghodo, Beshiru, Omoregie, & Ogofure, 2016
podemos observar que sus aislamientos son elevados, la literatura citada no nos
da un dato si el estudio se realiz6 en huevos ausentes de materia fecal de las
aves, esto podria explicar sus altos aislamientos de enterobacterias en sus
resultados obtenidos. En cuanto a los huevos sucios los aislamientos principales
son de enterobacterias y cocos, representando un 50% cada una
aproximadamente, el aislamiento de levaduras y hongos filamentosos dio un
porcentaje menor al uno por ciento, debido a que el conteo de los otros dos grupos
fue demasiado elevado, dando resultados mayores a un millon de UFC y estos
dieron resultados relativamente bajos, cabe mencionar que en aislamientos en los
cuales el conteo fue nulo se tomé el minimo que marca la NOM-092-SSA1-1994,
ya que al ser un valor estimado no podemos descartar la presencia de alguna
UFC.

Con esto podemos descartar la hipétesis hablando de huevo limpio de que en el
cascaron del huevo el grupo bacteriano con mayor incidencia es el de las
enterobacterias. En este experimento hablando de huevos limpios, el grupo
bacteriano con mayor incidencia fue el de los cocos, existe una carga muy baja de
enterobacterias, probablemente se deba a que al ovopositar la gallina existe un
prolapso fisioldgico que dura unos segundos y corresponde al inmediato posterior
a la postura con el consiguiente retroceso de la cloaca a su posicion normal, esto
evita el contacto del proctodeo con la parte del coprodeo y el urodeo en la cloaca,
evitando la contaminacion de bacterias presentes en las heces fecales, mientras

que en los huevos sucios podemos ver un aislamiento tanto de enterobacterias
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como cocos Gram positivos, esto es debido a la presencia de heces en el
cascaron del huevo, en el cual estan las enterobacterias, es importante mencionar
que en un gramo de heces puede haber una concentracién de 10 — 10 " UFC,
hablando de animales sanos, si llegara a haber presencia de diarreas en la
parvada la carga aumentaria significativamente en primer lugar por cloacas con la
periferia sucia y otra por la cama humeda que resultaria en tarsos y patas con
presencia de excremento el cual iria a dar directamente a los nidos en donde es

ovopositado el huevo.

En cuanto a la eficacia de los desinfectantes podemos observar los siguientes

resultados:
El glutaraldehido contra el conteo bacteriano en huevo limpio:

Conteo total, tenemos porcentajes elevados de reduccion en la mayoria de los
casos, siendo la concentracién del desinfectante a 150 ppm el mas eficaz con
80.33% y a 300ppm con una eficacia menor de 73.27%, realmente todos los
tratamientos tuvieron un desempefno aceptable, podemos observar que hubo una
diferencia significativa de todos los grupos con el grupo testigo, aunque, en
comparacion con Z. Moustafa Gehan en 2009 en dos de sus estudios quien
concuerda que el glutaraldehido es un desinfectante eficaz sin la presencia de
materia organica, dando porcentajes de reduccion del 100% en ensayos dentro de
laboratorio contra diferentes cepas de bacterias con concentraciones de 0.5%,

tenemos una diferencia de casi 50% en algunos casos,

Enterobacterias, En este caso, los resultados nos mostraron porcentajes menores
al 50% respecto al conteo del Testigo (grafica 2), debido a que los conteos fueron
nulos en algunos casos pero no es posible registrar ese dato como cero, cabe
mencionar que en estudios previos hechos por Moustafa Gehan 2009 y Higenyi &
Kabasa, tienen aislamientos menores a 10% de enterobacterias en huevos limpios

y las propias incubadoras en las que se incuban los mismos.
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Cocos: Los resultados obtenidos en el porcentaje de reduccion son altos, teniendo
como minimo el tratamiento a 300 ppm dando el 61.1819%, y con una mayor
eficacia los grupos de 200, 250, 300, 350 y 400ppm dando resultados entre el 82 y
83% (grafica 3) en este resultado se procedidé a hacer un analisis de varianza, en
el cual obtuvimos una probabilidad (p) menor a 0.05. Haciendo el analisis
podemos observar que la unica diferencia verdadera significativa es con el grupo
testigo, aceptando los resultados de los tratamientos experimentales en
comparacion con la hoja de seguridad del producto utilizado el cual nos habla que
segun la AOAC vy la EPA existe una reduccion del 99.99%, igualmente Moustafa
Gehan, en sus estudios del 2009 nos muestra que es eficiente contra este grupo
bacteriano en un ambiente libre de materia organica. Aumentar la concentraciéon
en la mayoria de los casos no aumenta la eficacia del producto, los efectos del
glutaraldehido sobre la pared celular de las bacterias van a seguir actuando

eficientemente.

En el caso de los hongos filamentosos los resultados dieron un valor de 10 dando
como negativo el aislamiento en la mayoria de los casos concordando con la

literatura citada.

De acuerdo a la literatura citada (CAS) y la definicion de los desinfectantes, no
cumple en el sentido estricto los puntos para llamarse un desinfectante a nivel de
campo, es importante mencionar que los resultados obtenidos comparados con
un desinfectante probado contra diferentes tipos de microorganismos in vitro
puede dar resultados diferentes, ya sea por factores ambientales o propios de las

gallinas o del huevo.

El analisis de resultados en el huevo sucio nos muestra que no existen diferencias
verdaderas significativas en la mayoria de los tratamientos a excepcion del caso
de la reduccion de cocos y levaduras, los cocos suelen ser un grupo bacteriano
con menor resistencia a los desinfectantes, y solo dos concentraciones en las
levaduras a 150ppm y 350 ppm dieron diferencias significativas. Es importante
mencionar que la presencia de materia organica disminuye la eficacia de los

desinfectantes en una forma considerable aunque Jones , en su estudio realizado
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en el 2004 coincide que al tener presencia de materia organica los conteos
bacterianos mas altos fueron en huevos con un logatimo de 10%2/ml . Analisis
hechos por Moustafa Gehan en 2009 nos muestran que el grlutaraldehido en
presencia de materia organica es eficiente y no hay crecimiento de organismos,
aunque este estudio fue realizado en condiciones de laboratorio, lo cual favorece
el efecto de los desinfectantes al no tener factores que puedan afectar de manera
directa este efecto como lo es la dureza del agua con la que se preparo el
desinfectante, la cantidad de materia organica, y que tipos de microorganismos ,

ya que en el presente estudio no se llego a la identificacién bacteriana.

Para la mayoria de los casos con excepcion de las levaduras el uso a 200 ppm

nos muestra los mejores porcentajes de reduccion.

Los resultados del peréxido de hidrégeno nos muestran principalmente que igual
que en los obtenidos en los hechos con el glutaraldehido tenemos un aislamiento
de cocos principalmente, los porcentajes de reduccion nos muestran que los mas
elevados fueron para el caso del conteo total y de los cocos los cuales
probablemente sean los aislados en ambos agares TSA y SMA respectivamente.
en el caso de los estudios realizados por Moustafa en el 2009 y las pruebas de
eficacia del producto hechas por el Departamento Britanico del Ambiente,
Alimentos y asuntos rurales (UK DEFRA) muestran que en diluciones desde
1:10000 son eficaces contra bacterias de los géneros Escherichia Y
Pseudomonas, para el caso de los cocos las concentraciones van de 1:100 a
1:1000 teniendo nosotros la concentracién de 1:10 tendriamos reducciones del
100%, es importante mencinonar como en el caso anterior que los desinfectantes
probados en condiciones de laboratorio van a dar mejores resultados que al

enfrentamiento en campo.

En cuanto al huevo sucio podemos observar que los estudios realizados nos
muestran aislamientos de enterobacterias, cocos y levaduras, evidentemente el
grupo bacteriano mas aislado es el de las enterobacterias y los cocos, esto debido
a la presencia de materia fecal, los estudios realizados por Moustafa en el 2009

nos muestran que en presencia de materia organica los conteos de bacterias
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siempre van a mantenerse en niveles elevados, esto debido a que esta materia
disminuye el mecanismo de accion de los desinfectantes, en este caso el perdxido

de hidrogeno.
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9.- Conclusiones y recomendaciones

-El grupo bacteriano mas aislado en el cascaron del huevo fértil incubable es el de
los cocos tanto en huevo limpio como en huevo sucio, seguido de las
enterobacterias, las levaduras y finalmente el grupo de los hongos filamentosos,
este grupo que se aisl6 en mayores porcentajes es probablemente debido a que
en su mayoria los cocos son microorganismos ambientales presentes en la tierra,

la cama de los animales, e inclusive hasta en la piel de los mismos.

-El grupo de las enterobacterias fue aislado mayormente en el huevo sucio, esto
es debido a la presencia de materia fecal que es en donde se encuentra este
grupo bacteriano, es importante mencionar que aislamientos tan elevados de
enterobacterias en la superficie del cascaron nos pueden hablar inclusive de
contaminaciones internas del huevo, por eso es importante tener un ambiente lo
mas limpio posible en los nidos en donde ovopositan las gallinas y mas importante
aun, mantener una buena salud gastrointestinal de los animales para evitar
diarreas que puedan manchar la cloaca y comprometer la esterilidad del huevo al

salir.

-Como se observa en los resultados obtenidos, el uso del glutaraldehido, por
aspersion, es capaz de lograr una desinfeccion bastante aceptable en las
incubadoras y sobre todo en la superficie del cascardn de huevo fértil. El uso de
este desinfectante a diferentes concentraciones nos muestra que existen
diferencias entre los aislamientos bacterianos, esto quiere decir que no es
necesario usar mayores concentraciones para tener una mayor eficacia del

producto sobre las bacterias presentes en el cascaron.

-Es evidente en los resultados del presente trabajo que la materia organica
disminuye en gran porcentaje la eficacia de los desinfectantes contra las bacterias
ya que actua como resguardo de estas y principalmente afecta en el desempefio
del mecanismo de accién de estos ya sean glutaraldehido o la combinacién de
acido peracético mas peréxido de hidrégeno. Es importante mencionar que el
desempenio in vitro de los desinfectantes en comparacion a las pruebas hechas en
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campo van a tener un diferencia muy grande ya que la dureza del agua y factores
ambientales y propios de las gallinas van a interactuar con el desinfectantes

disminuyendo su eficacia.

-Como se observa el efecto del glutaraldehido es mayor al del perdoxido de

hidrégeno aun con presencia de materia organica.

-La clave para una buena desinfeccion es una limpieza previa de los huevos con
presencia de materia fecal, esto con el debido cuidado de no comprometer a la
cuticula del mismo, ya que una vez que la cuticula es retirada del cascaron la

contaminacion interna por bacterias es mucho mas probable.

Con esto podemos descartar la hipétesis hablando de huevo limpio de que en el
cascaron del huevo el grupo bacteriano con mayor incidencia es el de las

enterobacterias.
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HUEVO LIMPIO GLUTARALDEHIDO

CONTEO TOTAL

Anexo | Analisis Estadistico glutaraldehido en

diferentes concentraciones (ppm) contra

conteo total de baterias en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %REDUCCION
150 ppm 1.21682 0.4021 80.3340
200 ppm 1.6144P 0.6341 73.9083
250 ppm 1.8091° 1.4148 70.7626
300 ppm | 2.992432b 2.6268 51.6384
350 ppm 1.7462P° 1.1658 71.7788
400 ppm 1.6540QP 0.9286 73.2679
Testigo 6.18752 1.9183

Anexo Il Andlisis de varianza de glutaraldehido contra el conteo total en huevo limpio

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 94.1489353 6 15.6914892 7.45589243 3.7912E-05 2.3803127
grupos
Dentrode  71.5555701 34  2.10457559
los grupos
Total 165.704505 40

DVS= 2.623677



62

150 200 400 350 250 300 T
1.2168 1.6144 1.6540 1.7462 1.8091 2.9924 6.1875
150 1.2168 0 -0.3976  -0.4372 -0.5293 -0.5922 -1.7755 -4.9707
200 1.6144 0.3976 0 -0.0396 -0.1318 -0.1946  -1.378 -4.5731
400 1.6540 0.4372 0.0396 0 -0.0921  -0.1550  -1.338 -4.5335
350 1.7462 0.5293 0.1318 0.0921 0 -0.0629  -1.246 -4.4413
250 1.8091 0.5922 0.1946 0.1550 0.0629 0 -1.183 -4.3785
300 2.9924 1.7755 1.3779 1.3383 1.2462 1.1833 0 -3.1952
T 6.1875 49707 4.5731 45335 4.4413 4.3785 3.1952 0

Anexo lll Prueba de Tukey para huevo limpio glutaraldehido contra conteo

total

ENTEROBACTERIAS:

Anexo IV Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones(ppm) contra

enterobaterias en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv.

Est. %REDUCCION
150 ppm 1.0000° |  0.0000 46.7972
200 ppm 1.0000° |  0.0000 46.7972
250 ppm 1.0000° |  0.0000 46.7972
300 ppm 1.2169° |  0.5311 35.2608
350 ppm 1.4762°| 0.7513 21.4608
400 ppm 1.1590° |  0.3896 38.3358
Testigo 1.8796° | 1.3310




63

Anexo V analisis de varianza de glutaraldehido contra enterobacterias en huevo limpio

Origen de Sumade  Grados Promedio de Probabilidad Valor
las cuadrados de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 3.45686746 6 0.57614458 1.62193004 0.17124754 2.3803127
grupos
Dentrode  12.0775342 34 0.3552216
los grupos
Total 15.5344017 40
COCOS:

Anexo VI Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones (ppm) contra

cocos en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %REDUCCION
150 ppm 1.0501P 0.1229 82.8998
200 ppm 1.0000° 0.0000 83.7168
250 ppm 1.0000P 0.0000 83.7168
300 ppm | 2.3835% 2.8003 61.1889
350 ppm 1.0000° 0.0000 83.7168
400 ppm 1.0000P 0.0000 83.7168
Testigo 6.14132 2.0139
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Anexo VII analisis de varianza de glutaraldehido contra cocos en huevo limpio

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 114.954476 6  19.1590793 11.7356613 4.2687E-07 2.3803127
grupos
Dentro de 55.5067738 34 1.63255217
los grupos
Total 170.461249 40
DVS=2.3108
200 250 350 400 150 300 T
1 1 1 1 1.0502  2.3835 6.1413
200 1 0 0 0 0 -0.0502 -1.3835  -5.1413
250 1 0 0 0 0 -0.0502 -1.3835  -5.1413
350 1 0 0 0 0 -0.0502 -1.3835  -5.1413
400 1 0 0 0 0 -0.0502 -1.3835  -5.1413
150 1.0502 0.0502 0.0502  0.0502  0.0502 0 -1.3333  -5.0911
300 2.3835 1.3835 1.3835 1.3835 1.3835 1.3333 0 -3.7578
T 6.1413  5.1413 51413 51413 5.1413  5.0911 3.7578 0

Anexo VIll Prueba de Tukey para huevo limpio glutaraldehido contra cocos
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Anexo IX Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones ( ppm) contra

hongos filamentosos en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %REDUCCION
150 ppm 1.0000P 0.0000 0
200 ppm 1.0000° 0.0000 0
250 ppm 1.0000° 0.0000 0
300 ppm 1.0000P 0.0000 0
350 ppm 1.0000P 0.0000 0
400 ppm 1.1667° 0.4082 0
Testigo 1.0000P 0.0000

Anexo X analisis de varianza de glutaraldehido contra hongos filamentosos en huevo limpio

Origen de Suma de

las cuadrados

variaciones

Entre 0.14227642

grupos

Dentro de 0.83333333

los grupos

Total 0.97560976

Grados
de
libertad
6

34

40

Promedio de F

los cuadrados

0.02371274 0.96747967

0.0245098

Probabilidad Valor
critico
para F

0.4617829 2.3803127
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Anexo Xl Analisis Estadistico

glutaraldehido en diferentes

66

concentraciones (ppm) contra levaduras en

huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %Reduccion
150 ppm 1.0000° 0.0000 75.1639
200 ppm 1.0000° 0.0000 75.1639
250 ppm 1.0000P 0.0000 75.1639
300 ppm 1.0000P 0.0000 75.1639
350 ppm 1.2832P 0.6936 68.1313
400 ppm 1.4261° 0.6911 64.5825
Testigo 4.02642 1.4123

Anexo Xll analisis de varianza de glutaraldehido contra levaduras en huevo limpio

Origen de Suma de

las cuadrados

variaciones

Entre 38.1970248

grupos

Dentro de 12.7720755

los grupos

Total 50.9691003

Grados
de
libertad
6

34

40

Promedio de
los cuadrados

F Probabilidad Valor
critico

para F

6.3661708 16.947113 6.0365E-09 2.3803127

0.37564928

DVS=1.1085
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150 200 250 300 350 400 T

1 1 1 1 1.2832 1.4261 4.0264
150 1 0 0 0 0 -0.2832  -0.4261 -3.0264
200 1 0 0 0 0 -0.2832  -0.4261 -3.0264
250 1 0 0 0 0 -0.2832  -0.4261 -3.0264
300 1 0 0 0 0 -0.2832  -0.4261 -3.0264
350 1.2832 0.2832 0.2832 0.2832 0.2832 0 -0.1429 -2.7432
400 1.4261 0.4261 0.4261 0.4261 0.4261 0.1429 0 -2.60030

T 4.0264 3.0264 3.0264 3.0264 3.0264 2.7432 2.6003 0

Anexo Xlll Prueba de Tukey para huevo limpio glutaraldehido contra

levaduras

HUEVO SUCIO GLUTARALDEHIDO

Conteo total

Anexo XIV Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones (ppm) contra el

conteo total en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %REDUCCION
150 ppm | 2.43372° 2.7579 54.5073
200 ppm 1.4286° 1.1339 73.2957
250 ppm | 3.0603% 2.7598 42.7947
300 ppm | 2.98062° 3.0746 44.2833
350 ppm | 2.7372% 2.9193 48.8334
400 ppm 1.9020P 1.0437 64.4450
Testigo 5.34962 3.0397
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Anexo XV analisis de varianza de glutaraldehido contra conteo total en huevo sucio

Origen de Suma de Grados  Promedio de Probabilidad Valor
las cuadrados de los cuadrados critico
variaciones libertad para F
Entre 51.770554 6 8.62842567 1.41959287 0.23580989 2.3803127
grupos
Dentro de 206.655358 34 6.07809876
los grupos
Total 258.425912 40
ENTEROBACTERIAS:

Anexo XVI Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones (ppm) contra

enterobacterias en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv.

Est. %REDUCCION
150 ppm 1.4838P 1.1852 63.5624
200 ppm 1.0000° |  0.0000 75.4439
250 ppm 1.7285° 1.3550 57.5544
300 ppm | 2.8000%° | 3.0332 31.2428
350 ppm | 2.49242> |  2.8091 38.7969
400 ppm 1.3257° | 0.5200 67.4457
Testigo 407232 | 3.6283
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Anexo XVII analisis de varianza de glutaraldehido contra enterobacteriasen huevo

sucio
Origende Sumade Grado Promedio F Probabilid  Valor
las cuadrados sde de los ad critico
variacion liberta cuadrados para F
es d
Entre 37.83823 6 6.3063728 1.463905 0.2200004 2.380312
grupos 7 4 28 7 7
Dentro de  146.4689 34 4.3079104
los 55 )
grupos
Total 184.3071 40

92
COCOS:

Anexo XVIII Analisis Estadistico

glutaraldehido en diferentes concentraciones

(ppm) contra cocos en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv.

Est. %REDUCCION
150 ppm 1.2832° |  0.6936 75.8496
200 ppm 1.0000° |  0.0000 81.1790
250 ppm 1.7300° | 1.1373 67.4389
300 ppm 1.0000° |  0.0000 81.1790
350 ppm 1.1667° | 0.4082 78.0421
400 ppm 1.3967° | 0.7183 73.7126
Testigo 5.31322 3.0047
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Anexo XIX analisis de varianza de glutaraldehido contra cocos en huevo sucio

Origen de Suma de Grados  Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los cuadrados critico
variaciones libertad para F
Entre 74.3296428 6 12.3882738 8.70252032 9.0988E-06 2.3803127
grupos
Dentro de 48.3999225 34 1.42352713
los grupos
Total 122.729565 40
DVS=2.1627
200 300 350 150 400 250
1 1 1.1667 1.2832 1.3967 1.7300 5.3132
200 1 0 0 -0.1667 -0.2832 -0.3967 -0.7300 -4.3132
300 1 0 0 -0.1667 -0.2832 -0.3967 -0.7300 -4.3132
350 1.1667  0.1667  0.1667 0 -0.1165 -0.2300 -0.5634  -4.1465
150 1.2832  0.2832 0.2832 0.1165 0 -0.1135 -0.4469  -4.0300
400 1.3967  0.3967 0.3967  0.2300 0.11354021 0 -0.3333  -3.9165
250 17300 0.7300 0.7300 0.5634 0.44687354 0.33333333 0 -3.5831
T 53132 4.3132 43132  4.1465 4.0300 3.9164 3.5831 0

Anexo XX Prueba de Tukey para huevo sucio glutaraldehido contra cocos
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FILAMENTOSOS:

Anexo XXI Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones (ppm) contra

hongos filamentosos en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv.Est. | %REDUCCION
150 ppm 1.0000P 0.0000 0
200 ppm 1.0682° 0.1803 0.0000
250 ppm 1.0502P 0.1229 0.0000
300 ppm 1.0000P 0.0000 0
350 ppm 1.0000P 0.0000 0
400 ppm 1.1667° 0.4082 0.000
Testigo 1.0000P 0.0000 0

Anexo XXII analisis de varianza de glutaraldehido contra hongos filamentosos en huevo sucio

Origen de Suma de Grados  Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los cuadrados critico
variaciones libertad para F
Entre 0.13717291 6 0.02286215 0.70410506 0.64832508 2.3803127
grupos
Dentro de 1.10397324 34 0.0324698
los grupos

Total 1.24114614 40
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Anexo XXIIl Analisis Estadistico glutaraldehido

en diferentes concentraciones contra levaduras

en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %REDUCCION
150 ppm | 1.1297° 0.3177 62.7803
200 ppm | 1.7024° 1.3265 43.9131
250 ppm | 1.2594P 0.4018 58.5074
300 ppm | 1.5908° 1.0745 47.5867
350 ppm | 1.0000° 0.0000 67.0532
400 ppm | 2.0618° 1.2474 32.0689
Testigo | 3.03522 1.4809

Anexo XXIV andlisis de varianza de glutaraldehido contra levaduras en huevo sucio

Origen de
las
variaciones

Entre
grupos
Dentro de

los grupos

Total

Suma de Grados
cuadrados de
libertad
15.7226 6
33.0411 34
48.7637026 40

Promedio de

los cuadrados

2.6204

0.9718

F Probabilidad Valor
critico
para F

2.6964 0.0299 2.3803

DVS= 1.7869
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350 150 250 300 200 400 T
1 1.1297 1.2594 1.5908 1.7024 2.0618 3.0352
350 1 0 -0.1297  -0.2594 -0.5908 -0.7024 -1.0618 -2.0352
150 1.1297 0.1297 0 -0.1297 -0.4612 -0.5727 -0.9322 -1.9055
250 1.2594 0.2594 0.1297 0 -0.3315 -0.4430 -0.8025 -1.7758
300 1.5908 0.5908 0.4612 0.3315 0 -0.1115  -0.4710  -1.4443
200 1.7024 0.7024 0.5727 0.4430 0.1115 0 -0.3595  -1.3328
400 2.0618 1.0618 0.9322 0.8025 0.4710 0.3595 0 -0.9733
T 3.0352 2.0352 1.9055 1.7758 1.4443 1.3328 0.9733 0

Anexo XXV Prueba de Tukey para huevo sucio glutaraldehido contra

levaduras
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HUEVO LIMPIO ACIDO PERACETICO+ PEROXIDO DE HIDROGENO

CONTEO TOTAL:

Anexo XXVI Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidrégeno a cinco

minutos de exposicion contra el conteo total

de bacterias en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %REDUCCION
Testigo 8 0
5 minutos 3.5665 2.7191 55.4187

Anexo XXVII andlisis de varianza de acido peracético + peroxido de hidrégeno

contra conteo total en huevo limpio

Origende Sumade Grado Promedio de F Probabilida Valor
las cuadrado sde los cuadrados d critico

variacione S liberta para F
S d

Entre 32.7598 1 32.7598 4.9230 0.0508 4.964

grupos 6 6

Dentro de 66.5437 10 6.6544

los grupos

Total 99.3036 11

ENTEROBACTERIAS:
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Anexo XXVIII Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidrégeno a cinco

minutos de exposicion contra el conteo de

enterobacterias en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %REDUCCION
Testigo 2.5 2.1213
5 minutos 2.4 2.9515 -4

Anexo XXIX analisis de varianza de acido peracético + peroxido de hidrégeno

contra enterobacterias en huevo limpio

Origende Sumade Grados Promedio F Probabilida Valor
las cuadrado de de los d critico
variaciones S libertad cuadrados para F
Entre 0.0167 1 0.0167 0.00 0.9651 4.9646
grupos 2
Dentro de 82.9000 10 8.2900
los grupos

Total 82.9167 11




COCOs:

76

Anexo XXX Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidrégeno a cinco

minutos de exposicion contra el conteo de

cocos en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %REDUCCION
Tratamiento 8 0
5 minutos 3.0505 2.8124 61.8685

Anexo XXXI analisis de varianza de acido peracético + perdxido de hidrogeno

contra cocos en huevo limpio

Origende Sumade Grados Promedio de F Probabilida  Valor
las cuadrado de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
s

Entre 40.8290 1 40.8290 5.735 0.0376  4.9646

grupos 4

Dentro de 71.1880 10 7.1188

los grupos

Total 112.0170 11
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HONGOS FILAMENTOSOS

Anexo XXXII Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidrégeno a cinco

minutos de exposicion contra el conteo de

hongos filamentosos en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %REDUCCION

Testigo 1

050

5 minutos 1.2511

0.3905

Anexo XXXIII analisis de varianza de acido peracético + peroxido de hidrogeno contra

hongos filamentosos en huevo limpio

Origende  Sumade Grados Promedio de Probabilidad  Valor
las cuadrados de los cuadrados critico
variaciones libertad para F
Entre 0.1050 1 0.1050 0.7656 0.4021 4.9646
grupos
Dentro de 1.3721 10 0.1372
los grupos

Total 14772

11
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Anexo XXXIV Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidrégeno a cinco

minutos de exposicion contra el conteo de

levaduras en huevo limpio

Grupos | Promedio | Desv. Est | %reduccion
Testigo 4.4538 0.0432
5 minutos 3.0344 2.7157| 31.8685

Anexo XXXV andlisis de varianza de acido peracético + peroxido de hidrégeno

contra levaduras en huevo limpio

Origende Sumade Grados Promedio de F Probabilida  Valor
las cuadrado de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
S

Entre 3.3576 3.3576 0.505 0.4932 4.9646

grupos 8

Dentro de 66.3768 10 6.6377

los grupos

Total 69.7344 11
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HUEVO SUCIO ACIDO PERACETICO+ PEROXIDO DE HIDROGENO:

CONTEO TOTAL:

Anexo XXXVI Analisis Estadistico acido

peracético+ peroxido de hidréogeno a

cinco y ocho minutos de exposicion

contra el conteo total de bacterias en

huevo sucio

) Desv. %
Grupos | Promedio .
Est. Reduccion
5 minutos 5.3204 3.6753| 33.4949
8 minutos 3.3333 4.0415| 58.3333
Testigo 8.0000 0.0000 0.0000

Anexo XXXVII analisis de varianza de acido peracético + peroxido de hidrégeno

contra conteo total en huevo sucio

Origende Sumade Grados Promedio de F Probabilida  Valor
las cuadrado de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
s

Entre 26.1695 2 13.0847 1.056 0.3972 4.7374

grupos 4

Dentro de 86.6993 7 12.3856

los grupos

Total 112.8689 9
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Anexo XXXVIII Analisis Estadistico acido

peracético+ peréxido de hidrégeno a

cinco y ocho minutos de exposicion

contra el conteo de enterobacterias en

huevo sucio

) Desv. %
Grupos | Promedio _
Est. Reduccion
5 minutos 5.2 3.8341 35
8 minutos 1.5663 0.9809| 80.4210
Testigo 8 0 0

Anexo XXXIX analisis de varianza de acido peracético + perdxido de hidrogeno

contra enterobacterias en huevo sucio

Origende Sumade Grados Promedio F Probabilida  Valor
las cuadrado de de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
s

Entre 52.4807 2 26.2403 3.024 0.1130 4.7374

grupos 8

Dentro de 60.7243 7 8.6749

los grupos

Total 113.2050 9
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Anexo XL Analisis Estadistico acido

peracético+ peréxido de hidrégeno a

cinco y ocho minutos de exposicion

contra el conteo de cocos en huevo sucio

Grupos | Promedio | Desv. Est. %
Reduccion
5 minutos 5.213.8340579 35
8 minutos 1 0 87.5
Testigo 8 0 0

Anexo XLI analisis de varianza de acido peracético + perdxido de hidrogeno contra

cocos en huevo sucio

Origende Sumade Grados Promedio F Probabilida  Valor
las cuadrado de de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
S

Entre 63.7 2 31.85 3.7917 0.0766 4.7374

grupos

Dentro de 58.8 7 8.4

los grupos

Total 122.5 9
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HONGOS FILAMENTOSOS:

Anexo XLII Analisis Estadistico acido

peracético+ peréxido de hidrégeno a

cinco y ocho minutos de exposicion
contra el conteo de hongos filamentosos

en huevo sucio

Grupos |Promedio |Des. Est %
Reduccion
5 minutos 1 0 0
8 minutos 1 0 0
Testigo 1 0 0

Anexo XLIII analisis de varianza de acido peracético + perdxido de

hidrégeno contra hongos filamentosos en huevo sucio

Origende Sumade Grados Promedio F Probabilida  Valor
las cuadrado de de los d critico

variacione S libertad cuadrados para F
s

Entre 0 2 0 65535 0 4.7374

grupos

Dentro de 0 7 0

los grupos

Total 0 9




LEVADURAS:
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Anexo XLIV Analisis Estadistico acido

peracético+ peréxido de hidrégeno a

cinco y ocho minutos de exposicion

contra el conteo de levaduras en huevo

sucio
%
Grupos |Promedio |Desv. Est .
Reduccion
5 minutos 2.7902 1.6440| 35.8050
8 minutos 2.0538 1.8252| 52.7473
Testigo 4.3466 0.0345

Anexo XLV andlisis de varianza de acido peracético + perdxido de

hidrégeno contra levaduras en huevo sucio

Origende Sumade Grado Promedio F Probabilid Valor
las cuadrado sde de los ad critico

variacion S liberta cuadrados para F
es d

Entre 6.390300 2 3.195150 1.279847 0.3359612 4.737414

grupos 62 31 02 3 13

Dentrode 17.47556 7  2.496509

los 69 56

grupos

Total 23.86586 9
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Imagenes:

Imagen 12 medicion del PBS en una probeta

Imagen 13 Masajeado del huevo dentro de la
bolsa

Imagen 16 Muestras con agar SMA

84

Imagen 11 Vaciado de PBS en la bolsa con el
huevo

Imagen 14 Vaciado de la muestra a un tubo de 16 x 100

Imagen 15 Vaciado del agar en la placa con
muestra
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