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RESUMEN 

ROSARIO CORTÉS CECILIA. Comparación de la Irradiación con electrones y otros 
método• de desinfección en huevos de gallinas semlpesadas lnocuiadoa 
experimentalmente con Salmone//a e11terltldis. (Bajo la dirección de: MVZ. MPA. Ma. del 
Pilar Castaneda Serrano, MVZ. Ph.D. Guillermo Téllez lsalas y MVZ. EPA Ezequiel 
Sánchez Ramlrez). 

En el presente trabajo se evaluaron 4 métodos de desinfección de huevo fértil: 1) 

Fumigación con formaldehldo, 2) aspersión con cuaternarios de amonio, 3) aspersión 

con desinfectante derivado de cltriéos experimental y 4) irradiación con electrones a dosis 

de 0.5, 1, 2 y 3 kGy. Se utilizaron 270 huevos de gallinas de la estirpe Dekalb Warren 

divididos en 4 grupos de tratamientos y dos grupos testigo, uno positivo inoculado y no 

tratado, asl como un testigo negativo no Inoculado y no tratado. El inoculo fue preparado 

para una dosis de 109 UFC/ml de Salmone//a cnterilidis fagotipo 13 resistente al ácido 

nalidlxlco y a la novobiocina. La eficacia de la desinfección se evaluó por la técnica 

reportada por Gentry y la técnica de Williams modificada. Con base en los resultados, una 

dosis mlnlma de Irradiación de 2 kGy fue suficiente para eliminar al 100% de las bacterias 

tanto en la superficie del cascarón como en las membranas de éste en comparación con 

el grupo testigo positivo (P< 0.05). Se encontró una correlación alta de -0.92 (P< 0.001) 

entre UFC/ml de s. enteritidis y la dosis de Irradiación. La aspersión con cuaternarios 

de amonio logró eliminar el 100% de las bacterias en las membranas del cascarón 

(P<0.001), sin embargo, en la superficie del cascarón la recuperación fue de 0.887 

UFC/ml log 10 de Sa/mo11ef/a enteritidis (P > O.OS). La fumigación con formaldehido no 

mostró ser un buen método de desinfección pues redujo a s. enteriticlis en un 47.63% en 

cascarón con respecto al control positivo, y en las membranas del cascarón se logró 

recuperar la bacteria Inoculada (P > 0.05). La aspersión con el derivado de cltrlcos no fue 

efectiva contra S. entcrilidis debido a que en cascarón se logró recuperar 3.389 UFC/ml 

log 10, y en las membranas del cascarón no existió una eliminación total, recuperándose 

la bacteria del área 11 en un 30%, en área 111 en un 23.52%, mientras que en área 1 se 

logró eliminar al 100% de las bacterias inoculadas (P > 0.05). Por lo anterior se puede 

concluir que la Irradiación a dosis mlnlma de 2 kGy logra la eliminación de bacterias como 

Salmone//a enteritidis, por lo que se puede utilizar como alternativa para la desinfección del 

huevo. 



COMPARACIÓN DE LA IRRADIACIÓN CON ELECTRONES Y OTROS MéTODOS DE 

DESINFECCIÓN EN HUEVOS DE GALLINAS SEMIPESADAS INOCULADOS 

EXPERIMENTALMENTE CON Salmonella enteritidis 

INTRODUCCIÓN 

Uno de los objetivos de la explotación de reproductoras o progenitoras es la 

producción de huevos fértiles, limpios y libres de contaminantes fecales. ( 4, 43, 51). En el 

proceso de producción de pollito, la desinfección del huevo fértil es parte vltal. Con este 

propósito, se han utilizado diversos métodos como son las fumigaciones con formol y 

permanganato de potasio, formol en Incubadora, paraformaldehldo, exposición a ozono, 

rayos ullravloleta, calentamiento del huevo, Inyección de antibióticos, o simplemente lavado 

del huevo (43). 

Los métodos antes mencionados no han mostrado una efectividad total; por ello, 

durante la Incubación se produce la explosión de huevos por contaminación bacteriana que 

ocasiona acumulación de gases como producto del metabolismo de E.vchcrichia co/i, 

Pseudomonas sp, Proteus sp y Staphylococcus sp (44). 

Es Importante que para el control de las poblaciones microbianas en el cascarón 

del huevo, se utilice un agente sanitizador que sea efectivo y controle la contaminación, 

pero que a su vez no afecte al embrión (46). 

MECANISMOS DEL HUEVO PARA EVITAR LA PENETRACIÓN BACTERIANA 

El huevo cuenta con diversos mecanismos para evitar su contaminación: 

a) La cutícula es la primera defensa, es la parte más externa y se encuentra 

adherida a la parte calcificada del cascarón (40, 49. 54. 61), posee dos estratos, uno 

adyacente al cascarón de apariencia espumosa y otro extemo de apariencia compacta. Su 
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composición es aproximadamente del 90% de protelnas, además de llpldos Y. pollsacárldos, 

mide de 10 a 30 micras de espesor, no solo recubre el cascarón sino que penetra a los 

más de 7, 500 poros que tiene éste, Impidiendo la entrada de partlculas liquidas o sólldas, 

pero no el Intercambio de oxigeno y bióxido de carbono (36, 40, 44). En el huevo después 

de ser puesto, la cutlcula permanece húmeda por algunos segundos, por ello, muchos de 

los poros se encuentran abiertos lo que favorece la penetración bacteriana antes de que 

esta madure (49, 51). 

En un estudio realizado en campo se observó que un 12% de huevos limpios 

puestos en nido por reproductoras pesadas hablan sido contaminados por diversas 

bacterias. El 84% de estos tuvieron entre 1 y 20 bacterias por huevo que lograron penetrar 

hasta la membrana Interna (49, 51 ). Se ha observado una mayor Incidencia en la 

descomposición de huevos con una pobre cutlcula o que esta ha sido destruida (49), ya 

sea por agua, ácido úrico, o un tiempo largo de exposición a formaldehldo (32, 40) • 

b) La segunda barrera que Interviene ea el cascarón (44, 61). Es una barrera de 

defensa para el disco germinal contra el ambiente exterior. Los poros del cascarón pueden 

ser fácilmente penetrados por bacterias como la salmonela que mide de 1 a 3 micras, 

mientras que un poro puede medir de 9 a 29 micras. Se ha observado que los huevos con 

un cascarón delgado son más susceptibles a la contaminación bacteriana (40, 61). El 

grosor de la cáscara y la calidad de la cutlcula disminuye con la edad de la ga111na (5, 33, 

51). 

c) La tercera barrera son las membranas del cascarón. Estas se encuentran 

adheridas a la parte Interna del cascarón (44, 54, 61). La membrana externa cuenta con tres 

capas de fibrina y mucina que se encuentran firmemente unidas a la superficie Interna del 
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cascarón (9, 44, 54). La membrana Interna tiene una estrui:tura más densa y cerrada, por lo 

que se ha demostrado que ofrece mayor resistencia a la penetración bacteriana, esta posee 

una pequella capa de material albuminoso que se mezcla con la sustancia del huevo (9, 44, 

54, 61). Estas membranas envuelven la superficie Interna del huevo y funcionan como un 

filtro mecánico para evttar la penetración de microorganismos (9, 13, 61). 

Al momento de la ovoposlclón, la temperatura Interna del huevo es menor en un 

grado a la temperatura corporal del ave, al enfriarse el huevo y adquirir la temperatura 

ambiente (aproximadamente 21"C), 1ucciona a su Interior aire para compensar la presión 

Interna con la externa, es en este momento cuamlo se forma la cámara de aire (9, 13, 17, 

51, 54) y pueden penetrar por succión las bacterias y esporas de hongos que se 

encuentren en ese momento sobre el cascarón (9, 17, 36, 51, 54, 55). Se recomienda que 

el huevo fértil debe desinfectarse antes de que cumpla una hora de puesto, para protegerlo 

de contaminación posterior, por penetración bacteriana cuando el huevo se enfrle y se 

retraiga la cámara de aire (5, 33). 

Sotelo (1990) menciona que E. co/i es el principal agente Infeccioso en provocar 

mortalidad embrionaria y durante la primera semana de vida del polllto (44, 51). Whistler et 

al., citan que Amlenbuwa comprobó que las microorganismos entéricos pueden penetrar el 

cascarón, causando Infección en el embrión, disminución en la lncubabllidad, Infecciones a 

lo largo de su vida productiva y por ende, pobre calidad del pollo (6, 56). 

Sa/monel/a sp. es un bacilo gram negativo, móvil, no esporulado, casi nunca 

lementan la lactosa o la sacarosa, forma ácido y a veces gas a partir de glucosa, suele 

producir H2S. El género Salmonella se encuentra subdividido en 65 subgrupos y casi 2000 

serotipos antlgenlcamente distintas (7, 16). Al Igual que otras Enterobacteriaceae, las 
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aalmonelas poseen diversos antlgenos "O' a partir de un total de más de 60 y diferentes 

antígenos "H" en una o ambas fases, algunas salmonelas cuentan con antlgenos 

capsulares (K) conocidos como Vi y que se relacionan con ta lnvaslvldad. Dichos anllgenos 

son la base para la clasificación de las salmonelas. Salmonella enteritidis contiene los 

antígenos somlitlcos ·o·: 1, 9, 12 y anlfgenos flagelares "H": g y m (7, 16, 54). 

Sa/mone//a enleritidis es capaz de penetrar el cascarón y permanecer entre éste y 

las membranas del cascarón, multiplicándose durante el almacenamiento a 4ºC (6, 13, 26). 

Padrón (1990) demostró que bastan de 6-20 minutos de exposición a S. typhimurium para 

que la bacteria penetre a través de la cutlcula del cascarón y se localice en la membrana 

Interna, donde los desinfectantes ya no tienen efecto alguno (6, 39, 58, 60). El hecho de 

que la S. enteritidis pueda penetrar los huevos y permanecer atrapada entre el cascarón y 

las membranas, tiene Implicaciones Importantes para el desarrollo epidemiológico de este 

agente. Se ha demostrado que las membranas son la base del crecimiento del 

microorganismo (9). 

La salmonelosis causa mortalidad en aves de todas las edades, ocasionando 

grandes pérdidas en la Industria avícola. Se estima que en los Estados Unidos de 

Norteamérica (EE.UU.) las pérdidas por salmonelosls ascienden a 77 millones de dólares 

anuales (35). Así mlsm o, en Latinoamérica se han estimado mortalidades durante la 

primera semana que sobrepasan el 25% (48, 54). Cervantes menciona que para establecer 

un programa de control de las salmonelosis se deben considerar a S. pu//orum, S. 

gallinarum, S. ellleritidis y probablemente a S. typhimurium, por su potencial patogénlco, y 

estas dos últimas porque tienen Importancia en salud pública. 
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Según datos del Centro para el Control de Enfel'rnedades de EE.UU. (US-COC), 

junto con la campllobacteriosis y la triqulnelosls, las salmonelosis provocan anualmente 

7,000 muertes en humanos (18). 

Una de las bases para la erradicación, consiste en obtener huevos fértiles libres de 

Sa/monel/a sp, y para esto se requiere de un buen control en granjas de reproductoras, asl 

como de métodos de desinfección efectivos. El método más utilizado para la desinfección 

del huevo y las Incubadoras es la fumigación con forrnaldehldo, el cual es fácil de usar, sin 

embargo, es carclnogénico (2, 5, 10, 34, 56). En 1984 la Agencia de Protección al Ambiente 

(EPA) de EE.UU., comenzó a regular el uso del forrnaldehldo por los antecedentes de 

cáncer nasal en ratas. La Administración de Salud y Seguridad Ocupacional de los EE.UU. 

(OSHA) enllsta algunos efectos de la exposición prolongada y repetida a forrnaldehldo tales 

como: dolor de cabeza, náuseas, somnolencia, alteraciones respiratorias, lesiones renales, 

sensibilización pulmonar, desordenes del sueno, Irritabilidad, alteración de la sensibilidad y 

el balance, pérdida de la memoria, disminución en la concentración, y en mujeres 

desordenes menstruales y esterilidad secundaria (47). 

Los cuatemarios de amonio son surfactantes catiónlcos (23), el más conocido es 

el cloruro de benzalconio, poseen un Ion hidrofilico (carga negativa) y un Ion hidrofóbico 

(carga positiva), estos han sido también ampliamente utilizados y han mostrado un buen 

nivel de desinfección contra bacterias gram positivas y negativas, aunque estas últimas solo 

son susceptibles a afias concentraciones, se dice que el 99% de las bacterias mueren al 

contacto con el cuaternario de amonio, pero el resto Incrementan su resistencia al 

desinfectante. Los cuaternarios de amonio son capaces de desnaturalizar protelnas, 

disminuyen la tensión superficial y alterar la permeabilidad de la membrana celular (23, 34). 
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Al Incrementar la temperatura y el pH de la solución Incrementa la efectividad de los 

componentes cuaternarios de amonio (23) (Figura 1). 

El desinfectante derivado de cltricos está compuesto por extracto de semillas de 

cltricos, aceites esenciales, oleoreslnas, ácido cltrlco y glicerina, libre de solventes de 

extracción• . Sobre este producto no se cuenta con Información ya que se encuentra en 

fase experimental, por lo que se están realizando pruebas sobre.su efectividad. 

Actualmente, la preocupación constante por. la baja de .. calidad en el cascarón a 

medida que se Incrementa la edad en las P.ar:iadas,: de ·reproductoras (5, 33, 40), ha 
·- ,. . 

obligado a buscar otros métodos de sanitizaclón del hu~vo Incuba.ble (33, 57) 

IRRADIACIÓN CON ELECTRONES 

La emisión y propagación de energla a través del espacio 6 de un medio material 

en forma de ondas, se conoce como radiación. La Irradiación s;··deÍÍne.como la exposición 

o Iluminación por rayos u ondas de todo tipo (9). 

Existen dos tipos de radiaciones: la no ionizante o de ondas larga y la lonlzanle o de 

onda corta, la primera, tiene longltud de onda de 200 a 295 nm comprende a las radiaciones 

que no alteran la estructura atómica de los elementos como la luz ultravioleta, estas pueden 

causar excitación e interferir en los procesos de replicación del ADN; la segunda, puede 

dividirse en dos: Radiación por partlculas como los electrones acelerados y radiaciones 

electromagnéticas como la radiación gamma, los rayos X y los rayos cósmicos (14, 18, 42); 

este tipo de radiación tiene energla lo suficientemente alta para desalojar a los electrones 

de los átomos y moléculas, y convertirlos en Iones (18, 42), los rayos X, rayos gamma y 

' Comunicación personal Dr. Rebollo. Datos no publicados. 
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electrones acelerados fueron eleccionadas para utilizat1ás en la industria de loa alimentos 

debido a que no producen re11duo1 radioactivo• (12). 

La utilización de la radiación ionizante para tratar alimento•, no es algo nuevo como 

pudiera pensarse, Prescott en 1904 sugirió la utilización de rayos x o radioactividad en la 

conservación de alimentos (50). 

En 1921 Shwartz en EE.UU., obtiene la primera patente para tratar con rayos x 

carne de cerdo y asl eliminar Triquinella spiralis (45). 

En 1961 la irradlacl6n llamó la atención a varios organismos lntemaclonales , fue 

entonces cuando se realizó la primera reunión intemaclonal en Brucelaa, B61glca para 

evaluar 101 trabajos sobre la Inocuidad de los allmentoa tratados con radiación ( 22, 38). 

Ea en 1958 cuando la Unión de Repílblicas Socialistas Soviéticas otorga el primer 

permiso para Irradiar alimentos de consumo humano; en 1960 Canad6 y en 1963 EE.UU. 

otorgan el permiso para Irradiar trigo, tocino y papas. 

En 1983 la Comisión del Codex Allmentarius acepta las recomendaciones del 

Comité Mixto de Expet1os (FAO, OMS y OIEA) para lncorporat1as a la Norma General del 

Codex para Alimentos Irradiados y a su norma conexa para el Funcionamiento de 

Instalaciones de Irradiación (Norma Codex Alimentarius, 1983). 

Los rayos gamma son radiaciones electromagnéticas de longitud de onda corta, 

originados de la desintegración radioactiva de ciet1os elementos, como en el caso de Jos 

Isótopos radiactivos Cobalto-60 y Ceslo-137, que el Codex Alimentarius aprobó en 1983 para 

tratar alimentos (1, 14, 18, 31). Los rayos X son de la misma naturaleza que los rayos 

gamma, se producen cuando electrones acelerados chocan con un material denso como 
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tungsteno o bien oro. Ambos tipos de radiaciones son muy penetrantes (1, 14, 18, 29, 31, 

42). 

Los electrones son partlculas cargadas negativamente, su penetración es menor y 

depende de la energla; aproximadamente 5 mm por millón de electrón voltios (MeV) en 

agua u otra sustancia de densidad emejante (14, 31). 

Un acelerador esta Integrado fundamentalmente por: Una fuente de radiación, 

sistema de control y seguridad, blindaje y sistema de manejo de productos (29). Existen dos 

pal'llmetros Importantes en el uso de aceleradores, la energla dada en MeV (29) (Mega 

electrón Volt) y los Kw. Un eV (electrón Volt) es el equivalente a la energla cinética 

nsquerida para acelerar un electrón a través de un diferencial de potencial de 1 volt (29). 

Los electrones acelerados se producen en un filamento Incandescente donde son 

emitidos dentro de una cámara al vaclo, los electrones son atraldos por un potencial 

eléctrico positivo y son dirigidos en un estrecho rayo. Al final del acelerador, este rayo pasa 

entre los polos de un campo electromagnético, al cambiar el campo magnético, provocan 

que el rayo haga un barrido de lado a lado, en la unidad de aceleración, los electrones son 

acelerados por 1 Mev lo que provoca que casi alcancen la velocidad de la luz (12). En el 

paso de la radiación a través de la materia, la partlcula Ionizante choca con los protones del 

núcleo de los átomos y e transfiere energla a un electrón orbital, después del choque el 

electrón es disparado del átomo con alta energla y a gran velocidad saliendo de su órbita y 

chocando con nuevos átomos que a su vez se Ionizan (1, 42). Se menciona que existen dos 

efectos por los que la radiación pude afectar a la célula: 



•) Efecto DINCto: Eete ocurre por transferencia de energla, no es muy Importante, 

1fn embargo puede causar formación y ruptura de enlaces de hidrógeno en el ADN, con fa 

consecuente aHeraclón de estructuras moleculares secundarlas (1, 42). 

b) Efecto Indirecto: Ocurre por la Ionización del agua, se. considera la . más 

Importante; hay formación de radicales libres como el OH - es cual es alta;n~nte ·~activo 

con macromoléculas como el ADN, desnaturalizando las dos cadenas de este (1, 42). 

En la Norma de Irradiación de Alimentos y en su Conexo de Plantas de Irradiación 

ae permite el uso de máquinas aceleradoras de electrones de hasta 1 O Me V y uso de 

máquinas productoras de rayos X con energla de hasta 5 MeV (14, 18, 29, 31). Para 

eliminar salmonelas tlpicas de carne de polio se recomienda la utilización de 2 a 3 kGy (20). 

En la actualidad 37 paises han aprobado la utilización de radiación Ionizante para 

conservar alimentos. En ellos existen 50 Instalaciones que procesan alimentos a nivel 

Industrial, y uno de sus objetivos es eliminar o lnaclivar microorganismos patógenos (14, 18, 

31). En Francia hay varios irradladores a nivel comercial en donde se utilizan aceleradores 

de electrones (31 ). Un reporte de la Comisión de Alimentos e Higiene de los Estados Unidos 

menciona que la Irradiación de alimentos es una Importante suma a los métodos de control 

de patógenos de origen alimentlclo (20). 

La dosis de radiación es la cantidad de energla absorbida en la materia. La unidad 

utilizada para su medición es el Gray (Gy) y sus múltiplos; la unidad antigua era el rad, (14, 

29, 31 ), las equivalencias son las siguientes: 

1Gray=1J/kgó107 erg/kg. 

1 Gray = 100 rads 

1rad=100erg/gr 
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Las dosis que se utilizan depende del alimento y del objetivo que ae peqlga al 

Irradiarlo, estas dosis se describen a continuación: 

1) Do1l1 a.¡11: Son dosis menores a 1 kGy y se utilizan para Inhibir la germinación de 

tubérculos y bulbos, como en el caso de papas, ajos, camotes, cebollas, etc.; retarda la 

maduración y asl, se extiende la vida de anaquel de productos tales como papaya, 

plátanos, y otras frutas tropicales. También se utiliza para desinfestar granos y otros 

productos almacenados asl como para eliminar la Trichinella spiralis. 

11) Do1l1 Medla1: Son dosis entre 1 y 10 kGy, se utilizan para destrucción de loa 

microorganismos, y retraso en su crecimiento, también para el mejoramiento de las 

propiedades tecnológicas de los alimentos. 

1111 Do1t1 Atta•: Son dosis de más de 1 O kGy, son usados para esterilizar equipo de 

hospital, eliminar virus y bacterias, etc. (54). 

Se han realizado estudios con bajas dosis de Irradiación gamma en huevos fértiles y 

se ha visto que no afecta la incubabilldad ni el peso del pollo, incluso se menciona que la 

incubabllidad de los huevos puede ser mejorada con este tipo de radiación (62), pero los 

conteos bacterlanos no se reducen por lo que es necesario aumentar la dosis, et problema 

que se presenta a dosis altas de irradiación gamma es que se ven afectadas las 

caracterlsticas flslcas del huevo y por lo tanto la viabilidad embrionaria (54). 

Castafteda (1995), obtuvo buenos resultados en cuanto a la fertilidad, incubabilidad, 

ganancia de peso, e Indice de conversión, demostrando que dosis de hasta 2 kGy no 

afectaban la calidad del porto obtenido de huevo Irradiado. 
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HIPÓTESIS 

La Irradiación con electrones posee mejor grado de desinfección del huevo 

Inoculado, en comparación con los huevos que sean asperjados con formallna y cloruro de 

benzalconlo, asperjados con un derivado de cltricos, o fumigados con formol y 

permanganato de potasio. 

OBJETIVOS 

Determinar el grado de desinfección en huevos comerciales Inoculados con S. 

enterilidis de huevos comerciales desinfectados por aspersión con formalina y cloruro de 

benzalconlo, aspersión con un derivado de cltrtcos, fumigación con formol y permanganato 

de potasio, e Irradiación con electrones. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se emplearon 270 huevos comerciales de gallinas Dekalb Warren de 51 semanas, 

procedentes del Centro de Ensenanza, Investigación y Extensión en Producción Avlcola 

(CEIEPA) de la FMVZ. Los huevos se recolectaron con guantes estériles después de ser 

puestos, fueron descartados aquellos que presentaban fracturas, restos de materia fecal o 

sangre, asl como los deformes. Los huevos se dividieron en 7 grupos de 10 huevos cada 

uno, además se contó con dos grupos testigos, uno positivo y otro negativo ,con 1 O huevos 

cada uno, realizándose tres réplicas. 

DISEAO EXPERIMENTAL 

Los grupos se establecieron como se describe a continuación: 

·ONUPO.:. · mc10DODE·< . SlaTEMADE 
i;> ".:e'/ 1 DESINFECCl()N'; ;DESINFECCION 

'" .·.. . ; ........ : ; ,.• 
ASPERSION CON 
CUATERNARIOS 

DE AMONIO 
2 ASPERSION CON 

UN DERIVADO DE 
CITRICOS 

3 FUMIGACION 

4 IRRADIACION 

5 IRRADIACION 

6 IRRADIACION 

7 IRRADIACION 

8 TESTIGO (+) 

9 TESTIGO ( ·) 

3X 

0.5 kGy 

kGy 

2 kGy 

3 kGy 

Inoculados 
No tratados 

No Inoculados 
No Tratados 

13 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 
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Los huevos fueron ovo1coplado1 para m1rcar 11 cémmra de aire y .. delimitó el llrea 

a Inocular. 

Se utilizó como Inoculo una cepa mutante de S. enteritidis (re1latente al !leido 

nalldlxlco y a la novoblocin1) fagollpo 13. La bacteria fue Incubada por 18 hor11 a 37"C, a 

partir de ésta, se elaboró un Inoculo con 1 x109 UFC/ml , del cual se aplicó 100 µI sable el 

llrea seleccionada a Inocular. Posteriormente, los huevos se mantuvieron por 2 horas a 

temperatura ambiente para asegurar la penelraclón de la bacteria a través del cascarón, 

Imitando las condiciones naturales 1ntt1 de 18r de1lnfectado1. 

IRRADIACIÓN 

Para la Irradiación de las muestras se empleó un acelerador de electronee tipo 

Pelletron que se encuentra en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (carretera 

federal Méxlco-Toluca, km 38.5, Salazar, Edo. de Mex.). 

Para llevar a cabo la lrradladón se utilizó la misma doalmetrla que C11tafteda 

(1995), por lo que se manejaron las siguientes constantes: 

Voltaje: 0.40 MeV 

Corriente: 15µAMP 

Frecuencia de barrldo:45 Hz 

Vaclo: 25-5 1~ 

Distancia de la ventana: 10 cm 

Tiempo de expoaiclón:3 MIN. 

14 



ASPERSIÓN 

Se realizó la aspersión con dos diferentes desinfectantes, la primera, con la fórmula 

mencionada por G•rza de la F. (17, 21) (Agua 980 mi, cuaternario de Amonio al 11% 10 mi 

y Formallna al 37% 10 mi); la egunda con un desinfectante derivado de cllrlcos que se 

encuentra en la fase experimental, a una dilución de 1:10 ooo•, ambas se llevaron a cabo 

en el Departamenlo de Producción Animal: Aves, (DPA:A) de la FacuHad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia. 

FUMIGACIÓN 

La fumigación se efectuó lllmblén en el DPA:A con formol y permanganato de 

potasio, en una relación de 42.4 mi: 21.2 g porm3 (3X) respectivamente, en el gabinete de 

fumigación (37), donde se mantuvieron las siguientes constantes, una temperatura no 

menor a 24"C, Humedad relativa de 75% y un tiempo de 25 minutos (33). 

Los testigos positivos fueron inoculados, pero no recibieron ningún tratamiento de 

desinfección; loa testigos negativos, no se inocularon y tampoco fueron tratados. 

Una vez desinfectado el huevo, se mantuvo en refrigeración (4ºC) por 24 hores. 

Con objeto de determinar la contaminación bacteriana en el cascarón de cada una 

de las muestras, se empleó la técnica desarrollada por Gentry (19), utilizándose únicamente 

como medio selectivo de crecimiento, agar verde brillante adicionado con 200 µg de ácido 

nalldlxico y 25 µg de novoblocina (9). 

' Comunicación personal Dr. Rebollo. Datos no publicados. 
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Para establecer la contaminación bacteriana de las estructuras Internas del huevo 

(membrana externa, membrana Interna, espacio entre éstas y albumina) se utilizó Ja técnica 

descrita por Williams (61). Dicha técnica fue modificada como se describe a continuación: 

Área 1: Muestreo de t• cara Interna de I• membrana lntern•. Para ello se vacla el 

contenido del huevo por su extremo más angosto. después con un hisopo 

humedecido previamente con caldo tetrationato, se toma la muestra en el área de 

Inoculación por la cara interna del huevo con un movimiento rotatorio ( Figura 2 ). 

Ár .. 11: Mueatreo de I• car• lntern• de I• membr•na extern•. Una vez tomado la 

muestra del área 1, se retira la membrana interna, por lo tanto quedará a la vista la 

membrana externa, se humedece un hisopo y se toma la muestra de la misma 

manera que en el Área 1 ( Figura 3 ). 

Áre• 111: Muestreo del e•p•clo entre membrana Interna v membrana extern•. Se hace 

una perforación en la cámara de aire marcada en el cascarón, se desplaza la 

membrana Interna por presión de aire a través del orificio hecho en el cascarón, una 

vez que se obtiene esta membrana se deposita en el caldo tetratlonato 

( Figura4 ). 

Área IV: MuHtreo de •lbúmlna. El contenido del huevo se vacla sobre una placa de 

acrllico, se toman 5 mi de clara, los cuales se depositan en un tubo con caldo 

tetrationato ( Figura 5 ). 

Al finalizar el muestreo, Jos tubos conteniendo las muestras de las cuatro áreas 

fueron homogenlzados e incubados por 24 horas a 37ºC. después de las cuales. el caldo 

tetrationato fue sembrado en agar verde brillante, adic1onaoo con ácido nalidlxico y 

novobloclna para determinar presencia o ausencia de colonias lactosa negativas, ácido 

16 



nalldlxlco y novobloclna resistentes a las cuales se les realizaron pruebas bloqulmlcas para 

comprobar la Identificación de la especie. 

ANALISIS ESTADISTICO 

Las UFC recuperadas en la Técnica de Genlry fueron analizadas mediante un 

Análisis de Varianza y se obtuvieron las diferencias significativas entre tratamientos 

mediante la prueba de Cunean, utilizando el programa de análisis estadlstlco SAS (SAS 

INST.,CARY, N.C.) (30). Se utilizó también un análisla de regresión donde 111 variable 

Independiente fue la dosis de irradiación y la dependiente las UFC de Sa/monel/a 

enterilidis/ mi obtenidas en el tratamiento por Irradiación . 

El número de posttivos por tratamiento obtenidos en la Tlknlca de Williams fueron 

analizados mediante una prueba de Ji cuadrada (X
2
) para determinar las diferencias 

significativas entre los grupos de huevos inoculados con S.enlerilidis. 

Para evaluar la reducción de Salmonel/a enteritidis de las estructuras Internas del 

huevo se utilizó la siguiente fórmula: 

% Ttttlgo • % Eggedmtn!ll 

%Ieatlgo 
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RESULTADO~ 
1 

Lo• reauHados de la recuperación de Salm~nella enter/tidls a partir de la t6cnlca 

de Gentry de1pu6a de 1u desinfección, se pueden obeervar en el Cuadro 1, en 61 ee 

oburva que el testigo positivo y el grupo Irradiado • 0.5 kGy, eon los que mayor mlmero 

de UFC/ml presentaron; en el grupo asperjado con un derivado de cltricos HI como el 

Irradiado a 1 kGy hubo una reducción de 1 log 10. El grupo que fue fumigado presentó 

una disminución de 2.229 log 10 en comparación CC)n el testigo poettlvo, la Hperei6n con 

cuatemarios de amonio tuvo una reducción de 3. 37 log 1 O y finalmente, en 101 grupos 

donde no hubo crecimiento fue en loa Irradiado• a 2 kGy, 3 kGy y el teatlgo negativo (P 

< 0.05). Mediante el anlllisls de regre1lón ae enCC)ntr6 que hay una •H• correlación 

negativa entre 111 UFC y I• do111 Irradiación, r = -0.$2, que resuHó aHamente 1ignificat1va 

P< 0.0001, repreeentada por la elgulente ecuación: 

Y= 5.844 -1.61 l<l 

Lo anterior Indica que por cada kGy de doals de Irradiación, 111 población 

bacteriana dl1mlnuye en 1.61 UFC/ mi. (Figura 10) 

La recuperación de la bacteria de laa estruC1ur11 intemaa del huevo mediante la 

16cnlca de Williama modificada, puede ob1ervarae en el Cuadro 2. 

En el Area 1 loa grupo1 Irradiado a 0.5 kGy, 1 kGy, y fumigación no presentaron 

diferencia estadlatlca (P > 0.05) con reapse1o al te1t1110 po1itlvo. Loa grupo• de Irradiación 

a 2 y 3 kGy, Hperelón con cuatemarloa de amonio, •1per1ión con el derivado de cltrlcos 

y tesllgo negativo, mostraron una diferencia eatadlsticamente 1ignificatlva (P < O.OS). 
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En el Area 11 los grupos irradiados a 0.5 kGy, 1 kGy y el fumigado, no presentaron 

diferencias aignificatlvas (P > 0.05); el grupo asperjado con et deriv1do de citrlcos, 

presentó una diferencia estadlstlcamente significativa (P < 0.05), en tanto que los grupos 

Irradiado• 1 2 kGy, 3 kGy, asperjado con cuaternarios de amonio v teatlgo negativo 

presentó una diferencia estadlstlca altamente algnificatlva (P < 0.001). 

En el Area 111, 101 grupo• que no preaentaron diferencias eatadlatlcamente 

algnlficaliva (P > O.OS) fueron el irradiado a 0.5 kGy y fumigación. Loa grupos Irradiados a 

1 kGy, a1petjados tanto con cuaternarios de amonio como con el derivado de cltrlcos 

presentaron una diferencia estadlsticamente significativa (P < 0.05); loa grupos Irradiados 

a 2 y 3 kGy , asl como el testigo negativo presentaron una diferencia estadlstlca 

att1mente significativa (P < 0.001). 

Con lo que respecta al lirea IV no hubo recuperación en nlnglln grupo, lnciu10 en 

el teatlgo posttlvo. 

Loa porcentajes de reducción de Sa/mone//a enterltldls de las estructurH lntemas 

del huevo, 1e preaentan en el Cuadro 3. 

Se puede apreciar que en el Area 1 sólo 101 grupos Irradiados a 0.5 y 1 kGy, asl 

como el grupo fumigado presentaron un porcentaje de reducción de 0%; loa grupos 

Irradiados • 2 y 3 kGy y los asperjados con cuaternarios de amonio y derivados de 

cltricos presentaron un porcentaje de reducción del 100%. 

En lo que respecta 11 Area 11, el grupo fumigado no presentó reducción ( 0%); el 

grupo Irradiado a 0.5 kGy mostró una reducción del 30%; a 1 kGy la reducción fue de 

39.99%; cuando se asperjó con derivados de cltrlcos la reducción fue de 69.99% y al 
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Irradiar a 2 y 3 kGy, asl como cuando se asperj6 con cuaternarios de amonio la reduccl6n 

fue del 100%. 

En el Area 111, el grupo con menor reducción fue el fumigado (23.52%); el grupo 

Irradiado a 0.5 kGy en el tuvo 41.17%; 11 1 kGy la reducción fue de 52.94%, mientras que 

en el grupo asperjado con derivados de cllrlcos fue de 76.47%, y en los irradiados a 2 y 3 

kGy, asl como el asperjado con cuaternarios de amonio la reducci6n fue de 100%. 
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DISCUSIÓN 

Un hecho Importante es que Sa/monella enteriticlis, asf como otros patógenos, 

puede penetrar el huevo y permanecer entre ef cascarón y fas membranas, puede tener 

Implicaciones Importantes para fa epldemlologfa de esta enfermedad (8, 9, 39, 54, 56) . 

En este trabajo, cuando se utlllzó fa fumigación fa reducción en fa superficie del 

cascarón fue de 2.494 log 10 de la población bacteriana en el cascarón, en contraste con 

la aspenslón con cuaternarios de amonio donde hubo una reducción de 3.635 fog 10, este 

resultado coincide con Jos obtenidos por Arhlenbuwa (3) y Lfn et al. (28) quienes 

mencionan que fa desinfección con cuaternarios de amonio fue más efectiva que la 

fumigación con formaldehfdo. 

El hecho de que en las estructuras Internas def huevo fa fumigación no haya 

tenido efecto, se debe a que el gas no penetra por debajo def cascarón y por fo tanto no 

hay uñ poder bactericida residual (51, 52, 57). Por fes riesgos de cáncer nasal por 

exposición a formafdehfdo, se recomienda que la exposición debe ser menor a O. 75 ppm, 

pero se ha observado que cuando se fumiga en Incubadoras, puede exceder 

grandemente este nivel (47). 

Los cuaternarios de amonio mostraron un buen grado de desinfección en las 

membranas del cascarón; estos compuestos pueden eliminar un gran porcentaje de las 

bacterias, sin embargo, fas que sobreviven Incrementan su resistencia (23). 

Los cuaternarios de amonio por sf mismos desnaturalizan las protefnas (23), por fo 

que efimfnan la cutfcufa, sin embargo, cualquier desinfectante lfquldo aplicado ya sea en 
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spray o lavado puede destruirla (8, 32, 52). por lo que los huevos son más susceptibles a 

contaminación posterior (52). 

En cuanto a la aspersión con derivados de cltrlcos los resultados obtenidos en 

este trabajo, fueron similares a los encontrados en otros estudios cuando se probó este 

desinfectante a diferentes diluciones contra Staphylococcus aureus, Salmone//a 

ga//inarum, Escherlch/a col/ y Shige//a sp, el desinfectante fue efectivo contra todas las 

bacterias, pero en la dilución 10-4 (es decir 1:10 000) ya no fue efectivo contra Salmone//a 

gallinarum • . 

En el caso de. la Irradiación, los resultados obtenidos en este estudio, a partir de 2 

kGy, hubo una reducción del 100% de las bacterias, esto coincide con loa resultados 

obtenidos por Castaneda (1995) y Tre)o (1993); Josepson (1983) y Glddlngs (1991), 

quienes encontraron que Irradiar entre 2 y 3 kGy es efectivo contra S. enterltidis. 

La Irradiación actúa a nivel del ADN, por ruptura de los puentes de hidrógeno, esto 

es conocido como efecto directo (1, 12, 24, 42), el efecto Indirecto se da cuando hay 

Ionización del agua. Se ha postulado la Teorla del Blanco .• la cual dice que hay moléculas 

especificas que son lnactlvados por la radiación, se dice que el ADN es el blanco más 

lmportanle (24). Se ha observado que cuanto mayor es el contenido de agua en el 

citoplasma hay mayor concentración de radicales libres y por lo tanto mayores lesiones 

(24). 

Se ha demostrado que las bacterias después de irradiarlas repetidamente pueden 

desarrollar radioreslstencla. Josephson (1983) encontró que esta puede ser consecuencia 

·Comunicación personal Dr. Rebollo. Datos no publicados. 
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de mutaciones y selección en ambientes radioactivos naturales por grandes ¡)eriodos. 

Por repetidas exposiciones se produjo una cepa radloreslst,ente de s.. typhlmúrium tiene 

una 010 de 150 Krads (1.5 kGy) en la fase logarltmlca y 194 kGy (1,.94 ,kGy) en la fase 

estacionaria (24). La 010 son los rads requeridos para de~r~~ér I~ 'p~bl~~IÓ~ en un log 

(24). Sin embargo, se ha visto que a pesar de que. aument~b~ ·la radloreslstencla, las 
,;,,',-

bacterias eran menos lnfectantes (12). 
;~ '" 

,, 

A partir de albúmina no hubo recuperación en' nl~gÓn grupo, esto posiblemente se 

deba a que las membranas son la base del crecimiento de microorganismos (9, 54), 

además se ha demostrado que las salmonellas son Inhibidas y algunas veces muertas 

por la conalbúmlna y la transferrina del huevo las cuales se encuentran en altas 

concentraciones en la clara (26). 

En contraste con lo que ocurre cuando se utiliza la aspersión con cuaternarios de 

amonio o cualquier desinfectante liquido, posiblemente la Irradiación con electrones no 

afecta a la cutlcula, ya que las protelnas son las partlculas más resistentes a la 

Irradiación comparada con llpldos o vitaminas, por lo que es necesario realizar más 

estudios al respecto. 
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CONCLUSIONES 

La desinfección con gas formaldehldo a una concentración 3X, no fue capaz de 

reducir la población bacteriana Inoculada, 

La deslnfecctÓn con.cuaternarios de amonio no resultó efectlv~;-ya'qü~·se iog;ó 

recuperar s. enuirltldi; a partir de cascarón. 

Los desinfectantes. derivados de· cltrléos no' fÜeron efectivos contra el género 

Salmonella sp. ·a· ún~ ;~~··6e~~~~~;¿~:-~: ~·;·~~:,~~~. :·?~ -\ ·~ 
!~··; ~-:;;·. r.::.:J -

La lrradl~clón 'con electrones· a una dosis mlnlma de 2 kGy logró una reducción del 
":>. ;._/• .· .'-'',•:. "\•<>'·:::;n·: 'r ;i,;,,; ¡7.,·-, 

100% de la población b~~terl~~a :··tánto' en· la superficie del cascarón como en las 

estructura~ lnt~;n~~·del·~Q;vci', es ~eclr, sólo es efectiva cuando el huevo ha sido 

contaminado d:~pués c!~'¡~;6vop~~lciÓn. Por lo que puede ser una buena alternativa para 

la d~slnfección de huevo fé~il •.. ·. 
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CUADRO 1. PROMEDIO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAlml DE Stll.lañ/a aikrili4is RECUPERADAS 
MEDIANTE l.A TÉCNICA DE GENTRY EN HUEVO DESPUÉS DE LA DESINFECCIÓN.• 

•· GRUPO 
TRATAMIENTO 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

MtrODODE~'f ·, .. . :\• 
>::>.' ,.;"_ . .'<.-:'.~_;: ·,~>;./ 

IRRADIACIÓN 0.5kGy 

IRRADIACION 1 kGy 

IRRAOIACION 2kGy 

IRRAOIACION 3kGy 

FUMIGACION 3X 

ASPERSION CUATERNARIOS OEAMONIO 

ASPERSION DERIVADOS DE CITRICOS 

TESTIGO(+) INOCULADO NO TRATADO 

TESTIGO(·) NO INOCUl>.00, NO TRATADO 

Medías con distinta l~erat son estadísticamente d~erentes ( P< 0.05) 
• Desviación Estándar 

''.~~~~ .. ]:·.~~~~~(; 
4.257 • ± 0.0900 

3.111. ± 0.0662 

o· 
o· 

2.028. ± 0.3811 

0.6B7 º ± 0.3003 

3.389. • .. ± . 0.3504 .. 
4.522 • ± 0.0762 

o· 

Los huevos fueron inoculados con 10
9 

UFC/ml en el área marcada del cascarón fuera de ta cámara de aire 
posteriormente fueron desinfectados con el método correspondiente, 24 hrs. después se realizó el muestreo del 
cascarón utilizando la Técnica de Gentry. 



CUADRO 2. RECUPERACION DE S11tmonell11 enterilidis EN LAS ESTRUCTURAS INTERNAS DE HUEVO MEDIANTE LA 
TÉCNICA DE WILLIAMS POSTERIOR A LA DESINFECCIÓN. 

VALORES EXPRESADOS POSITIVOS I TOTALES ( % ) 

·.. GRUPO DE TRATAMIENTO ' ~ta.; , t ,, ÁREA U b . ÁREA m e ''./{'; 
·'' ,. ,e, .. ,, .. ··'· ... ..:':;!:··:'. .. . . ' 
IRRADIACION 0.5 kGy 9 / 30 (30 %) 7 /30 (23.33 %) 10 / 30 (33.33 %) 

IRRAOIACION 1 kGy 7 / 30 (23.33 %) 6 / 30 (20 %) 8 / 30 .. (26.66 %) 

IRRADIACION2 kGy 0/30 .. (0 %) 0/30 •••¡o%) 0/30-(0%) 

IRRAOIACION 3 kGy O/ 30 .. (O%) O/ 30 ... (O%) O/ 30 ... (O%) 

FUMIGACION 6/30(20%) 10/30 (33.33%) 13/30 (43.33%) 

ASPERSION CUATERNARIOS DE AMONIO O/ 30 .. (0%) O/ 30 ... (O%) O 130 .. (O%) 

ASPERSIONDERIVADOSDE CITRICOS 0/30 .. (0%) 3/30 .. (10%) 4/30 .. (13.33%) 

TESTIGO ( +) d 6130 (20 %) 10 / 30 (33.33 %) 17 / 30 (56.66 %) 

TESTIGO (-)e 0/30 .. (0%) 0/30 ... (0%) 0/30- (O%) 

a 
b 
e 

Muestreo de la cara interna de la membrana interna 
Muestreo de la cara interna de la membrana externa 
Muestreo del espacio entre la membrana externa e interna 
D~erencia estadísticamente significativa ( P<0.05 ) 
D~erencia estadística altamente significativa ( P < 0.001 ) 

d 

• 
Huevo inoculado, no tratado 
Huevo no inoculado, no tratado 



CUADRO 3. PORCENTAJE DE REDUCCIÓN DE Si1/111011e//a e11teritidi• EN LAS 
ÁREAS DE MUESTREO POSTERIOR A LA DESINFECCIÓN. 

VALORES EXPRESADOS EN PORCENTAJE ( % ) 

.''· 

GRUPO DE 
\.~RATAMIENTO 

IRRADIACION 0.5 kGy 

IRRADIACION 1 kGy 

IRRADIACION 2 kGy 

IRRADIACION 3 kGy 

FUMIGACION 

ASPERSION C. A.d 

ASPERSION D. e.e 

TESTIGO ( + ) f 

TESTIGO ( • ) 11 

ARE/\ 1 a .. 
o 

o 

100 

100 

o 

100 

o 

100 
. 

ÁREAllb 
. 

30 

39.99 

100 

100 

o 

100 
.·. ; 

.. .; o 
.. ·· .··' ;,: ... 

100 

a Muestreo de la cara Interna de la membrana Interna 
b Muestreo de la cara interna de la membrana externa 
e Muestreo del espacio entre la membrana externa e interna 
d Cuaternarios de Amonio 
e Derivados de Cltrlcos 
f Huevo inoculado, no tratado 
11 Huevo no inoculado, no tratado 

JS 

.. · 

.. 1~~:,J!tf..:)!: 
41.17 

52.94 

100 

100 

23.52 

100 

76.47 

o 

100 



o 
CH3 
1 
+ -CH2 - N -R'CI 

1 
CH3 

Figura 1. Estructura qulmlca del Cloruro de Benzalconio 
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CÁMARA DE AIRE ------+ 
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1 

MEMBRANA INTERNA 

MEMBRANA EXTERNA 

CASCARON 

Figura 2. Area 1: Muestreo de.la cara Interna de la membrana Interna 
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HISOPO~ 

MEMBRANA EXTERNA 

CASCARON 

Figura 3. Area 11. Muestreo de la cara Interna de la membrana elC!erna 
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Figura 4. Area 111. Muestreo del espacio entre la membrana externa e Interna. 
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Figura 5, Área IV. Mue1keo de I• •lbúmln• del huevo 
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FIGURA 6.PROMEDIO DE LAS UFC*/ml DE Salmone/la enteritidis OBTENIDAS 
MEDIANTE TÉCNICA DE GENTRY EN HUEVO DESINFECTADO 
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* Unidades Formadoras de Colonia 
Medias con distinta literal son estadísticamente diferentes (P<0.05) 
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FIGURA 7. REDUCCIÓN DE S. enteritidis EN ÁREA 1* 
MEDIANTE LA TÉCNICA DE WILUAMS EN HUEVO DESINFECTADO 
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FIGURA 8. REDUCCIÓN DE S. enteritidis EN ÁREA 11* 
MEDIANTE LA TÉCNICA DE WIWAMS EN HUEVO DESINFECTADO 
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FIGURA 9. REDUCCIÓN DE S. enteritidis EN ÁREA 111* 
MEDIANTE LA TÉCNICA DE WILLIAMS EN HUEVO DESINFECTADO 
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FIGURA 1 O. CORRELACIÓN ENTRE UFC/ml DE 
S. enteritidis Y DOSIS DE IRRADIACIÓN 
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