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RESUMEN

ROSARIO CORTES CECILIA. Comparacidén de la irradiacién con electrones y otros
métodos de desinfeccin en huevos de galinas semipesadas inoculados
experimentalmente con Salmonella enteritidis. (Bajo la direccion de: MVZ. MPA. Ma. del
Pilar Castafieda Serrano, MVZ, Ph.D. Guillermo Téllez Isaias y MVZ. EPA Ezequiel
Sdnchez Ramirez).

En el presente trabajo se evaluaron 4 métodos de desinfeccién de huevo fértil: 1)
Fumigacién con formaldehido, 2) aspersion con cuaternarios de amonio, 3) aspersion
con desinfectante derivado de cltricos experimental y 4) irradiacién con electrones a dosis
de 0.5, 1, 2 y 3 kGy. Se utifizaron 270 huevos de gallinas de !a estirpe Dekalb Warren
divididos en 4 grupos de tratamientos y dos grupos testigo, uno positivo inoculado y ne
tratado, asi como un testigo negativo no inoculado y no fratado. El inoculo fue preparade
para una dosis de 10° UFC/mI de Salmonella enteritidis fagotipo 13 resistente al acido
nalidixico y a la novobiocina. La eficacia de la desinfeccién se evalué por la técnica
reportada por Gentry y la técnica de Williams madificada. Con base en los resultados, una
dosis minima de irradiacién de 2 kGy fue suficiente para elimina.r al 100% de las bacterias
tanto en la superficie del cascardn como en las membranas de éste en comparacién con
el grupo testigo positivo (P< 0.05). Se encontré una correlacién alta de -0.92 (P< 0.001)
entre UFC/ml de 8. enteritidis y |a dosis de Irradiacién. La aspersién con cuaternarios
de amonio logré eliminar el 100% de las bacterias en las membranas del cascardon
(P<0.001), sin embargo, en la superficie del cascarén la recuperacién fue de 0.887
UFC/ml log 10 de Salmonella enteritidis (P > 0.05). La fumigacién con formaldehido no
mostrd ser un buen método de desinfeccién pues redujo a S. enteriticlis en un 47.63% en
cascarén con respecto al control positivo, y en las membranas del cascarén se logrd
recuperar la bacteria inoculada (P >0.05). La aspersion con el derivado de citricos no fue
efectiva contra S. enteritidis debido a que en cascardn se logré recuperar 3.389 UFC/mI
log 10, y en las membranas del cascarén no existié una eliminacién total, recuperandose
fa bacteria del 4rea Il en un 30%, en drea ill en un 23.52%,‘mlentras que en drea | se
logré eliminar al 100% de las bacterias inoculadas (P > 0.05). Por lo anterior se puede
concluir que la irradiacién a dosis minima de 2 kGy logra la eliminacién de bacterias como
Salmonella enteritidis, por lo que se puede utilizar como alternativa para la desinfeccién del
huevo .



COMPARACION DE LA IRRADIACION CON ELECTRONES Y OTROS METODOS DE
DESINFECCION EN HUEVOS DE GALLINAS SEMIPESADAS INOCULADOS

EXPERIMENTALMENTE CON Salmonella enteritidis

INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la explotacitn de reproductoras o progenitoras es la
produccién de huevos fértiles, limpios y libres de contaminantes fecales. ( 4, 43, 51). En el
proceso de produccion de poliito, la desinfeccién del huevo fértil es parte vital. Con este
propésito, se han utilizado diversos métodos como son las fumigaciones con formol y
permanganato de potasio, formol en incubadora, paraformaldehido, exposicién a ozono,
rayos ultravioleta, calentamiento del huevo, inyeccion de antibidticos, o simplemente lavado
del huevo (43).

Los métodos antes mencionados no han mostrado una efectividad totat; por ello,
durante la incubacién se produce la explosién de huevos por contaminacién bacteriana que
ocasiona acumulacién de gases como producto del metabolismo de Escherichia coli,
Pseudomonas sp, Proteus spy Staphylococcus sp (44),

Es importante que para el control de las poblaciones microbianas en el cascarén
del huevo, se utilice un agente sanitizador que sea efectivo y controle la contaminacion,
pero que a su vez no afecte al embrion (46).

MECANISMOS DEL HUEVO PARA EVITAR LA PENETRACION BACTERIANA

El huevo cuenta con diversos mecanismos para evitar su contaminacién:

a) La cuticula es la primera defensa, es la parte mas externa y se encuentra
adherida a la parte calcificada del cascardn (40, 49, 54, 61), posee dos estratos, uno

adyacente al cascarén de apariencia espumosa y otro externo de apariencia compacta. Su



composicién es aproximadamente del 90% de proteinas, ademas de Ilpldlors‘y: poliggt%éfryidés.
mide de 10 a 30 micras de espesor, no solo recubre e cascarén sino que pé;lgl}é ‘alos
mas de 7, 500 poros que tiene éste, impidiendo la entrada de particulas llduldas [ stdaS.
pero no el intercambio de oxigeno y bidxido de carbono (36, 40, 44). En el huevo después
de ser puesto, la cuticula permanece himeda por algunos segundos, por ello, muchos de
los poros se encuentran abiertos lo que favorece la penetracidn bacteriana antes de que
esta madure (49, 51).

En un estudio realizado en campo se observd que un 12% de huevos limpios
puestos en nido por reproductoras pesadas hablan sido contamlnados por diversas
bacterias. E! 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
descomposicién de huevos con una pobre cuticula o que esta ha sido destruida (49), ya
8ea por agua, acido Urico, o un tiempo largo de exposicion a formaldehido (32, 40) .

b) La segunda barrera que interviene es el cascarén (44, 61). Es una barrera de
defensa para el disco ge‘rmlnal contra el ambiente exterior. Los poros del cascarén pueden
ser facilmente 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 cascarén delgado son mds susceptibles a la contaminacién bacteriana (40, 61). E!
grosor de la cascara y la calidad de la cuticula disminuye con la edad de Ia gallina (5, 33,
§1).

c) La tercera bamera son las membranas del cascardn. Estas se encuentran
adheridas a la parte intema del cascardn (44, 54, 61). La membrana externa cuenta con tres

capas de fibrina y mucina que se encuentran firmemente unidas a la superficie interna del



cascardn (9, 44, 54). La membrana interna tiene una estructura mas densa y cerrada, por lo
que se ha demostrado que ofrece mayor resistencia a la penetracién bacteriana, esta posee
una pequefia capa de material albuminuso 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 mecdnico para evitar la penetracién de microorganismos (9, 13, 61).

Al momento de la ovoposicién, la temperatura interna del huevo es menor en un
grado a la temperatura corporal del ave, al enfriarse el huevo y adquirir la temperatura
amblente (aproximadamente 21°C), succiona a su interior aire para compensar la presién
interna con la externa, es en este momento cuando se forma la cAmara de aire (9, 13, 17,
§1, 54) y pueden penetrar por succién las bacterias y esporas de hongos que se
encuentren en ese momento sobre el cascarén (9, 17, 36, 51, 54, 55). Se recomienda que
el huevo fértil debe desinfectarse antes de que cumpla una hora de puesto, para protegerio
de contaminacién posterior, por penetracién bacteriana cuando el huevo se enfrie y se
retraiga la cAmara de aire (5, 33).

Sotelo {(1990) menciona que E. coli es el principal agente infeccioso en provocar
monrtalidad embrionaria y durante la primera semana de vida det pollito {44, 51). Whistler ef
al., citan que Arhienbuwa comprobod que los microorganismos entéricos pueden penetrar e
cascardn, causando infeccién en el embridn, disminucién en la incubabilidad, infecciones a
{o largo de su vida productiva y por ende, pobre calidad del pollo (6, 56).

Salmonella sp. es un bacilo gram negativo, mévil, no esporulado, casi nunca
fementan la lactosa o la sacarosa, forma dcido y a veces gas a partir de glucosa, suele
producir H;S. El género Salmonella se encuentra subdividido en 65 subgrupos y casi 2000

serotipos antigenicamente distintos (7, 16). Al igual que otras Enterobacteriaceae, las



salmonelas poseen diversos antigenos “0" a partir de un totai de mas &e 60 y diferentes
antigenos “H" en una o ambas fases, algunas salmonelas cuentan con antigenos
capsulares {(K) conocidos como Viy que se relacionan con la invasividad. Dichos antigenos
son la base para la clasificaclén de las salmonelas. Salmonella enteritidis contiene los
antigenos somaticos “O" : 1, 9, 12y antigenos flagelares “H": gy m (7, 16, 84).
Salmonella enteritidis es capaz de penetrar el cascarén y permanecer entre éste y

las membranas del cascarén, multiplicandose durante el almacenamiento a 4°C (6, 13, 26).

Padrén (1990) demostré que bastan de 6-20 minutos de exposicion a S. fyphimurium para
que la bacteria penetre a través de la cuticula del cascardn y se localice en la membrana
interna, donde los desinfectantes ya no tienen efecto alguno (8, 39, 58, 60). E! hecho de
que la S. enteritidis pueda penetrar los huevos y permanecer atrapada entre el cascarén y

{as membranas, tiene implicaciones importantes para el desarrollo epidemioldgico 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 avicola. Se estima que en los Estados Unidos de
Norteamérica (EE.UU.) las pérdidas por salmonelosis ascienden a 77 miliones de délares
anuales (35). Asl mismo, 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. putlorum, S.

gallinarum, 8. enteritidis y probabi te a 8. typhimurium, por su potencial patogénico, y

estas dos Gltimas porque tienen importancia en salud publica.



Segun datos del Centro para el Control de Enfefmedades de EE.UU. (US-CDC),
Jjunto con la campilobacteriosis y la triquinelosis, las salmonelosis provocan anualmente
7,000 muertes en humanos (18).

Una de las bases para la erradicacidn, consiste en obtener huevos fértiles libres de
Salmonella sp, y para esto se requiere de un buen control en granjas de reproductoras, asi
como de métodos de desinfeccion efectivos. El método més utilizado para la desinfeccion
del huevo y las incubadoras es la fumigacién con formaldehido, el cual es facil de usar, sin
embargo, es carcinogénico (2, 5, 10, 34, 56). En 1984 la Agencia de Proteccién al Ambiente
(EPA) de EE.UU., comenzd a regular el uso del formaldehido por los antecedentes de
cancer nasal en ratas. La Administracién de Salud y Seguridad Ocupacional de los EE.UU.
(OSHA) enlista algunos efectos de la exposicidn prolongada y repetida a formaldehido tales
como: dolor de cabeza, nduseas, somnolencia, alteraciones respiratorias, lesiones renales,
sensibilizacién pulmonar, desordenes del suefio, irritabilidad, alteracién de la sensibilidad y
el balance, pérdida de la memoria, disminucién en la concentracién, y en mujeres
desordenes menstruales y esterilidad secundaria (47).

Los cuaternarios de amonio son surfactantes catiénicos (23), el mas conocido es
el cloruro de benzalconio, poseen un ion hidrofitico (carga negativa) y un ion hidrofébico
{carga positiva), estos han sido también ampliamente utilizados y han mostrado un buen
nivel de desinfeccién contra bacterias gram positivas y negativas, aunque estas tltimas solo
son susceptibles a altas 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 proteinas,

disminuyen la tensidn superficial y alterar ia permeabilidad de {a membrana celular (23, 34).



Al incrementar la temperatura y el pH de la solucién incrementa la ‘efeciividad de Ioé
componentes cuaternarios de amonio (23) ( Figura 1). ' Ay »
El desinfectante derivado de citricos estd compuesto por extracto de semillas de
cltricos, aceites esenciales, oleoresinas, acldo citrico y gllcerlna, IIbré de solventes de
extraccién® . Sobre este producto no se cuenta con infon'naclén ya que se encuentra en

fase experimental, por lo que se estan reallzando pfuebas sobre su efectlvldad

Actualmente, la preocupaclén constante por la baja’de calldad -en el cascarén a

medida que se incrementa la edad en l_vas, arvada‘ de producloras (5 33, 40), ha

obligado a buscar otros métodos de sanﬁizéclb delvhuev’b ;lrr!:cubablre (33, 57) :

IRRADIACION CON ELECTRONES

La emisitn y propagacion de energla a travéé &ei eébﬁcle & de uh medio materia!

en forma de ondas, se conoce camo radiacién. La irradiacién efine’ como a exposicién

o Iluminaclén por rayos u ondas de todo tipo (9).
Existen dos tipos de radiaciones: la ne lonlzahte [.] de ondas larga y la lonizante o de

onda corta, la primera, tiene longitud de onda de 200 a 295 nm comprende a las radiaciones
que no alteran la estructura atémica de los elementos como |a luz ultravioleta, estas pueden
causar excitacién e interferir en los procesos de replicacién del ADN; la segunda, puede
dividirse en dos: Radiaclén por particulas como los eiectrones acelerados y radiaciones
electromagnéticas como la radiacién gamma, los rayos X y los rayos césmicos (14, 18, 42);
este tipo de radiacién tiene energla lo suficientemente alta para desalojar a los electrones

de los atomos y moléculas, y convertilos en lones (18, 42), los rayos X, rayos gamma y

* Comunicacién personal Dr, Rebollo. Datos no publicados.



electrones acelerados fueron seleccionadas para utiizarlas en la industria de los alimentos
debido a que no producen residuos radioactivos (12).

La utilizacién de ta radiacién ionizante para tratar alimentos, no es algo nuevo como
pudiera pensarse, Prescott en 1904 sugirid la utilizacién de rayos x o radioactividad en la
conservacion de alimentos (50).

En 1921 Shwartz en EE.UU., obtiene la primera patente para tratar con rayos x
carne de cerdo y asi eliminar Triguinella spiralis (45).

En 1961 la irradiacién lamé la atencién a varios organismos interacionales , fue
entonces cuando se realizé fa primera reunién internacional en Brucelas, Bélgica para
evaluar los trabajos sobre {a inocuidad de los alimentos tratados con raciacién ( 22, 38).

Es en 1958 cuando {a Unién de Republicas Socialistas Soviéticas otorga el primer
permiso para iradiar alimentos de consumo humano; en 1960 Canadé y en 1963 EE.UU.
otorgan el permiso para iradiar trigo, tocino y papas.

En 1983 la Comisién del Codex Alimentarius acepta las recomendaciones de!
Comité Mixto de Expertos (FAQ, OMS y O!EA) para incorporarias a fa Norma General del
Codex para Almentos Iradiados y @ su norma conexa para e! Funcionamiento de
{nstalaciones de irradiacién (Norma Codex Alimentarius, 1983).

L.os rayos gamma son radiaciones electromagnéticas de longitud de onda corta,
originados de la desintegracién radioactiva de ciertos elementos, como en el caso de jos
isdtopos radiactivos Cobalto-60 y Cesio-137, que el Codex Alimentarius aprobé 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



tungsteno o bien oro, Ambos tipos de radiaciones son muy penetrantes (1, 14, 18, 29, 31,
42).

Los electrones son particulas cargad: gati te, su penetracion es menor y

depende de la energla; aproximadamente 5 mm por millon de electrdn voitios (MeV) en
agua u otra sustancia de densidad semejante (14, 31),

Un acelerador esta integrado fundamentalimente por. Una fuente de radiacién,
sistema de control y seguridad, blindaje y sistema de manejo de productos (28). Existen dos
pardmetros importantes en el uso de aceleradores, la energia dada en MeV (29) (Mega
electrén Volt) y los Kw. Un eV (electrén Volt) es el equivalente a la energla cinética
requerida para acelerar un electrén 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 camara al vacio, 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 aceleracion, los electrones son
acelerados por 1 Mev lo que provoca que casi alcancen la velocidad de la luz (12). En el
paso de la radiacién a través de la materia, la particula ionizante choca con los protones del
nlicleo de los dtomos y se transfiere energla a un electron orbital, después del choque el
electrén es disparado del &tomo con alta energla y a gran velocidad saliendo de su érbita y
chocando con nuevos dtomos que a su vez se ionizan (1, 42). Se menciona que existen dos

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



a) Efecto Directo: Este ocurre por transferencia de energia,‘ no es muy linpoﬁante
sin embargo puede causar formacién y fuptura de enlaces de hldrogeno en el ADN con Ia

consecuente alteracién de estructuras moleculares secundarlas (1, 42)

b) Efecto Indirecto: Ocurre por la ionizacién del agua,: se consldera Ia més o

importante; hay formacién de radicales libres como el OH es cual es altamente react vo

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

En {a Norma de !radiacion de Alimentos y en su Conexo de Plantas de Irradiacién
se permite el uso de maquinas aceleradoras de electrones de hasta 10 MeV y uso de
maquinas productoras de rayos X con energla de hasta 5 MeV (14, 18, 29, 31). Para
eliminar salmonelas tipicas de came de pollo se recomienda la utilizacién de 2 a 3 kGy (20).

En fa actualidad 37 paises han aprobado la utilizacidn de radiacién ionizante para
conservar alimentos. En ellos existen 50 instalaclones que procesan alimentos a nivel
industrial, y uno de sus objetivos es eliminar o inactivar microorganismos patégenos (14, 18,
31). En Francia hay varlos irradladores a nivel comercia! en donde se utilizan aceleradores
de electrones (31). Un reporte de la Comisién de Alimentos e Higlene de los Estadqs Unidos
menciona que la irradiacién de alimentos es una importante suma a fos fnét;dos‘ d:e cc;ntrol
de patégenos de origen alimenticio (20). L ‘

La dosis de radiacion es la cantidad de energla absorbida eri la materia, La unidad
utilizada para su medicién es el Gray (Gy) y sus muiltiplos; la ﬁnldad antigua era el rad, (14,
29, 31), las equivalencias son las siguientes:

1Gray = 1J/kg 6 10" erg / kg.
1 Gray = 100 rads

1rad=100erg/gr

10



Las dosis que se ulilizan depende del alimento y del objetivo que se persiga al
irradiarlo, estas dosis se describen a continuacién:

1) Dosis Bajas: Son dosis menores a 1 kGy y se utilizan para inhibir la germinacién de
tubéreulos y bulbos, como en el caso de papas, ajos, camotes, debollas, etc.; retarda la
maduracidn y asl, se extiende la vida de anaque! de productos tales como papaya,
platanos, y ofras frutas tropicales. También se utiiza para desinfestar granos y ofros
productos almacenados asl como para eliminar |a Trichinella spiralis.

I1) Dosis Medias: Son dosis entre 1 y 10 kGy, se utilizan para destruccion de los
microorganismos, y refraso en su crecimiento, también para el mejoramiento de las
propiedades tecnoldgicas de los alimentos.

i) Dosis Altas: Son dosis de mas de 10 kGy, son usados para esterilizar equipo de
hospital, eliminar virus y bacterias, etc. (54).

Se han realizado estudios con bajas dosis de irradiacién gamma en huevos fértiles y
se ha visto que no afecta la incubabilidad ni el peso del pollo, incluso se menciona que la
incubabilidad de los huevos puede ser mejorada con este tipo de radiacién (62), pero los
conteos bacterianos no se reducen por lo que es necesario aumentar la dosis, el problema
que se presenta a dosis altas de irradiacién gamma es que se ven afectadas las
caracteristicas fisicas del huevo y por lo tanto la viabilidad embrionaria (54).

Castafieda (1995), obtuvo buenos resultados en cuanto a la fertitidad, incubabitidad,
ganancia de peso, e Indice de conversién, demostrando que dosis de hasta 2 kGy no

afectaban la calidad det pollo obtenido de huevo irradiado.
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HIPOTESIS

La lIrradiacién con electrones posee mejor grado de desinfeccién del huevo
inoculado, en comparacién con los huevos que sean asperjados con formalina y cloruro de
benzalconio, asperjados con un derivado de citricos, o fumigados con formol y

permanganato de potasio.

OBJETIVOS

Determinar el grado de desinfeccién en huevos comerciales inoculados con S
enteritidis de huevos comerciales desinfectados por aspersién con formalina y cloruro de
benzalconio, aspersion con un derivado de citricos, fumigacién con formo! y permanganato

de potasio, e irradiacién con electrones,
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MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 270 huevos comerciales de galiinas Dekalb Warren de 51 semanas,
procedentes del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Avicola
(CEIEPA) de ia FMVZ. Los huevos se recolectaron con guantes esiérlles 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, ademas se conté con dos grupos testigos, uno positivo y otro negativo;con 10 huevos
cada uno, realizdndose tres réplicas.
DISENO EXPERIMENTAL

Los grupos se establecieron como se describe a continuacién:

1 ASPERSION CON
CUATERNARIOS - 10
DE AMONIO
2 ASPERSION CON - 10
UN DERIVADO DE
CITRICOS
3 FUMIGACION 3X 10
4 IRRADIACION 0.5 kGy 10
5 IRRADIACION 1 kGy 10
6 IRRADIACION 2 kGy 10
7 IRRADIACION 3 kGy 10
8 TESTIGO (+) Inoculados 10
No d
9 TESTIGO (-) No inoculados 10
No Tratados
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Los huevos fueron ovoscopiados para marcar la cAmara de aire y se delimit6 el drea

ainocular.

Se utilizé como inoculo una cepa mutante de S. enteritidis (resistente al dcido
nalidixico y a la novobiocina) fagotipo 13. La bacteria fue incubada por 18 horas a 37°C, a
partir de ésta, se elabord un inoculo con 1x10° UFC/m| , del cual se aplicé 100 ul sobre el
érea seleccionada a inocular. Posteriormente, los huevos se mantuvieron por 2 horas a

temperatura ambiente para asegurar la penetracidn de la bacteria a través del cascaron,

imitando las condiciones naturales antes de ser desinfectados.

IRRADIACION
Para la irradiacion de las se led un lerador de el les tipo
Pelletron que se encuentra en el Instituto Nacional de Ir igaciones Nucleares ( a

federal México-Toluca, km 36.5, Salazar, Edo. de Mex.).
Para llevar a cabo la irradiacién se utiizé la misma dosimetria que Castafieda
(1985), por lo que se manejaron las siguientes constantes:
Voltaje: 0.40 MeV
Coriente: 15 pAMP
Frecuencia de barrido:45 Hz

Vaglo: 255108

Distancia de la ventana: 10cm

Tiempo de exposicién:3 MIN.
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ASPERSION

Se realiz6 la aspersién con dos diferentes desinfectantes, la primera, con la férmula
mencionada por Garza de la F. (17, 21) (Agua 980 ml, Cuaternario de Amonio al 11% 10 m|
y Formalina al 37% 10 ml); la segunda con un desinfectante derivado de citricos que se
encuentra en la fase experimental, a una dilucién de 1:10 000° , ambas se llevaron a cabo
en el Departamento de Produccién Animal: Aves, (DPA:A) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. '
FUMIGACION

La fumigacién se efectué también en el DPA:A con formol y permanganato de

potasio, en una relacién de 42.4 ml:21.2 g por ma (3X) respectivamente, en el gabinete de

fumigacién (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 ningin tratamiento de

desinfeccién; los testigos negativos, no se inocularon y tampoco fueron tratados.

Una vez desinfectado el huevo, se mantuvo en refrigeracion (4°C) por 24 horas,

Con objeto de determinar {a contaminacién bacteriana en el cascarén de cada una
de las muestras, se empled la técnica desarrollada por Gentry (19), utilizdndose Unicamente
como medio selectivo de crecimiento, agar verde brillante adicionado con 200 ug de acido

nalidixico y 25 ug de novobiocina (9).

* Comunicacion personat Dr. Rebollo. Datos no publicados.
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Para establecer ia contaminacidn bacteriana de las estructuras lnternéé'dél hueyo o
(membrana externa, membrana interna, espacio entre éstas y albumina) se utilizé la écnlca ‘
descrita por Williams (61). Dicha técnica fue modificada como se describe a continuacion:
Area I: Muestreo de la cara interna de la membrana interna. Para ello se vacia el

contenido del huevo por su extremo mas angosto, después con un hisopo

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

Inoculacién por la cara interna del huevo can un movimiento rotatorio { Figura 2 ).
Area |I: Muestreo de Ia cara interna de la membrana externa. Una vez tomado la

muestra del area |, se retira la membrana interna, por lo tanto quedara a la vista la

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

manera que en el Area i { Figura 3 ).

Area Ill: Muestreo del io entre b i y b externa. Se hace

v una perforacién en la cdmara de aire marcada en el cascarén, se desplaza la
membrana interna por presién de alire a través del orificio hecho en el cascarén, una
vez que se obtiene esta membrana se deposita en el caldo tetrationato
(Figura 4).

Area IV: Muestreo de albtimina. El contenido del huevo se vacla sobre una placa de
acrilico, se toman 5 ml de clara, los cuales se depositan en un tubo con caldo
tetrationato ( Figura 5 ).

Al finalizar el muestreo, los tubos conteniendo las muestras de las cuatro dreas
fueron homogenizados e incubados por 24 horas a 37°C.' desbyés dg las cuales. el caldo

tetrationato fue sembrado en agar verde brillénte, gdicbnart;oﬂ con acido nalidixico y

novobiocina para determinar presencia o ausencia de coléhlés lactosa negativas, acido
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nalidixico y novobiocina resistentes a las cuales se les realizaron pruebas bioquimicas para

comprobar la identificacién de la especie.

ANALISIS ESTADISTICO

tas UFC recuperadas en la Técnica de Gentry fueron analizadas mediante un

"

Andlisis de Varianza y se obtuvieron las diferencias signifi entre fr lentos
mediante la prueba de Duncan, utilizando el programa de andlisis estadistico SAS (SAS
INST.,CARY, N.C.) (30). Se utiliz6 también un andlisis de regresion donde la variable
independiente fue la dosis de irradiacién y la dependiente las UFC de Salmonella
enteritidis/ ml obtenidas en el tratamiento por [rradiacion .

El nimero de positivos por tratamiento obtenidos en la Técnica de Williams fueron
analizados mediante una prueba de Ji cuadrada (Xz) para determinar las diferencias
significativas entre los grupos de huevos inoculados con S.enveritidis.

Para evaluar la reduccidn de Salmonella enteritidis de las estructuras internas del

huevo se utilizé la siguiente férmula:

% Testigo - % Experimental
X100 = % Reduccién
% Testigo
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RESUL‘I’ADOP
|

Los resultados de la p i6n de Salmdnella enteritidis a partir de la técnica

de Gentry después de su desinfeccién, se mdén observar en el Cuadro 1, en él se
observa que el teatigo positivo y el grupo irradiado a 0.5 kGy, son los que mayor numero
de UFC/ml presentaron; en el grupo asperjado con un derivado de citricos asi como el
irradiado @ 1 kGy hubo una reduccion de 1 log 10. Ei grupo que fue fumigado presenté

una disminucién de 2.229 log 10 en p ion con el testigo positivo, 1e aspersién con

cuaternarios de amonio tuvo una reduccion de 3. 37 log 10 y finalmente, en los grupos
donde no hubo crecimiento fus en los irradiados a 2 kGy, 3 kGy y el testigo negativo (P
< 0.05). Mediante el andlisis de regresion se enconird que hay una aite correlacién
negativa entre las UFC y |a dosis irradiacién, r = -0.92, que resulté altamente significativa
P<0.0001, representada por la siguiente ecuacién:
Y=5.044 - 1.61 Xi

Lo anterior indica que por cada kGy de dosis de irradiacién, la poblacién
bacteriana disminuye en 1.61 UFC/ ml. (Figura 10)

La recuperacién de la bacteria de las estructuras internas del husvo mediante la
técnica de Williams modificada, puede cbservarse en el Cuadro 2.

En el Area | los grupos irradiado a 0.5 kGy, 1 kGy, y fumigacién no presentaron
diferencia estadistica (P > 0.05) con respecto al testigo positivo. Los grupos de irradiacién

a 2y 3kGy, aspersion con cuaternarios de aspersidn con el derivado de citricos

y tesligo negativo, mostraron una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).



En el Area il los grupos inadiados & 0.5 kGy, 1 kGy y ! fumigado, no presentaron
diferenciss significativas (P > 0.05); el grupo asperjado con el derivado de citricos,
presentd una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05), en tanto que fos grupos
iradiados 8 2 kGy, 3 kGy, asperjado con cuaternarios de amonio y testigo negativo
prasentd una diferencia estadistica altamente significativa (P < 0.001).

En el Area iil, los grupos que no presentaron diferencias estadisticamente
significativa (P > 0.05) fueron el irradiado a 0.5 kGy y fumigacién. Los grupos iradiados a
1 kGy, asparjados tanio con cuaternarios de amonio como con el derivado de citricos
presentaron una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05); los grupos irradiados
& 2y 3 kGy , asi como el testigc negative presentaron una diferencia estadistica
altamente significativa (P < 0.001).

Con o que respecta al drea IV no hubo recuperacitn en ningdn grupo, incluso en
ol testigo positivo.

Las porcentajes de reduccidn de Salmonella enteritidis de las estructuras internas
de! huevo, se presentan en el Cuadro 3.

Se puede apreciar que en el Area | 86l los grupos frradiados a 0.5 y 1 kGy, asi
como ef grupo fumigado presentaron un porcentaje de reduccién de 0%; los grupos
irradiados & 2 y 3 kGy y los asperjados con cuaternarios de amonio y derivados de
citricos presentaron un porcentaje de reduccidn del 100%.

En lo que respecta al Area I, el grupo fumigado no presenté reduccién { 0%); el

grupo irradiado a 0.5 kGy mostrd una reduccién del 30%; a 1 kGy la reduccidn fue de

39.99%; do se rjé con derivados de citricos la reduccion fue de 69.99% y al




irradiar @ 2 y 3 kGy, asf como cuando se asperjé con cuaternarios de amonio la reduccién
fue del 100%.

En el Area lil, el grupo con menor reduccién fue el fumigado (23.62%); e! grupo
irradiado a 0.5 kGy en el tuvo 41.17%; a 1 kGy fa reduccitn fue de 52.94%, mientras que
en el grupo asperjado con derivados de citricos fue de 76.47%, y en los irradiados a2 y 3

kGy, asl como el asperjado con cuaternarios de amonio (a reduccién fue de 100%.
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DISCUSION

Un hecho importante es que Salmonella enteritidis, asi como ofros patégenos,
puede penelrar el huevo y permanecer entre el cascardn y las membranas, puede tener
implicaciones importantes para la epidemiologia de esta enfermedad (8, 9, 39, 54, 56) .

En este trabajo, cuando se utilizd la fumigacién la reduccidn en la superficle del
cascardn fue de 2.494 log 10 de la poblacién bacterlana en el cascardn, en contraste con
{a aspersion con cuaternarios de amonio donde hubo una reduccién de 3.635 log 10, este
resultado coincide con los obtenidos por Arhienbuwa (3) y Lin et al. (28) quienes
mencionan que la desinfeccién con cuaternarios de amonio fue més efectiva que (a
fumigacién con formaldehido.

El hecho de que en las estructuras internas del huevo la fumigacién no haya
tenido efecto, se debe a que e! gas no penetra por debajo del cascarén y por lo tanto no
hay uR poder bactericida residual (51, 62, §7). Por los tiesgos de céncer nasal por
exposicién a formaldehido, se recomienda que la exposicién debe ser menor a 0.75 ppm,
pero se ha observade que cuando se fumiga en incubadoras, puede exceder
grandemente este nivel (47).

Los cuaternarios de amonio mostraron un buen grado de desinfeccion en las
membranas del cascarén; estos compuestos pueden eliminar un gran porcentaje de las
bacterias, sin embargo, las que sobreviven incrementan su resistencia (23).

Los cuaternarios de amonio por st mismos desnaturalizan las proteinas (23), por lo

que eliminan la cuticula, sin embargo, cualquier desinfectante liquido aplicado ya sea en
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spray o lavado puede destruiria (8, 32, 52), por lo que los huevos son més susceptibles a
contaminacién posterior (62). '

Eﬁ cuanto a la aspersién con derivados de citricos los resultados obtenidos en
este frabajo. fueron similares a los encontrados en otros estudios cuando se probd este
desln!eyctante‘ a - diferentes diluciones contra = Staphylococcus aureus, Salmonella
_gallinarum, Escherichia coli y Shigella s'p.‘ el desinfectante fue efectivo contra todas las
. ba‘cteﬁaﬂs. perd en .la' diluclénl10“ (és decir 1:10 060) ya no fue efectivo contra Salmonella
gallinarum’ ’. ‘ '

‘ ‘E‘n él casode la irradiacion, los resultados obtenidos en este estudio, a partir de 2
kGy, hubo una reduccién del 100% de las bacterias, ésto coincide con los resultados
obtenidos por Castafieda (1995) y Trejo (1993), Josepson (1983) y Giddings (1991),
quienes encontraron que irradiar entre 2 y 3 kGy es efectivo contra S. enteritidis.

La Irradiacién actla a nivel del ADN, por ruptura de los puentes de hidrégeno, esto
es conocido como efecto directo (1, 12, 24, 42), el efecto indirecto se da cuando hay
ionizacidn del agua. Se ha postulado la Teoria del Blanco, la cual dice que hay moléculas
especificas que son inactivados por la radiacién, se dice que el ADN es el blanco méas
importante (24). Se ha observado que cuanto mayor es el contenido de agua en el
citoplasma hay mayor concentracion de radicales libres y por lo tanto mayores lesiones
(24).

Se ha demostrado que las bacterias después de irradiarlas repetidamente pueden

desarrollar radioresistencia. Josephson (1983) encontré que esta puede ser consecuencia

‘ Comunicacién personal Dr, Rebollo, Datos no publicados.
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de mutaciones y seleccién en ambientes radioactivos naturales por grandes perlodos
Por repetidas exposiclones se produjo una cepa radloreslstenle de S typhlmurmm tlene

una D10 de 150 Krads (1.5 kGy) en la fase Iogarltmlca y 194 kGy (1 94 kGy) en la fase

estacionaria (24). La D10 son los rads requeridos para dec \ac n en un log

{24). Sin embargo, se ha visto que a pesar de que aumentaba la radioreslstencla las

bacterias eran menos infectantes (12).

A partir de albimina no hubo recuperacléﬁ en ning n §rdpt;. esto poslblemente se
deba a que las membranas son la base del creclmlgnfd ‘dje mlEroorganlsmos (9, 54),
ademas se ha demostrado que las salmonellas son Vlnl‘wib>lrdaé y algunas veces muertas
por la conalbumina y la transferrina del hue\)ovlas ‘cua‘les se encuentran en altas
concentraciones en la ciara {26).

En contraste con lo que ocurre cuando se utiliza la aspersién con cuaternarios de
amonio o cualquier desinfectante liquido, posiblemente la irradiacién con electrones no
afecta a la cuticula, ya que las protelnas son las particulas mas resistentes a la
irradiacion comparada con lipidos o vitaminas, por lo que es necesario realizar mas

estudios al respecto.
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CONCLUSIONES

La desmfeccxén con gas formaldehido a una concentraciéon 3X no fue capaz de, )

reduclr la poblaclén bac!erlana Inoculada

: La deslnfecclén con ualernarlos de amonio no resullé efectlv g ya qu;s'ef idg;ﬁ

declh sélo es efectiva cuando el huevo ha sido

' contamlnado después de la ovoposlctbn Por lo que puede ser una buena alternativa para

. Ia deslnfecclbn de huevo féml =
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CUADRO 1. PROMEDIO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAIM! DE Salmonella enteritidis RECUPERADAS
MEDIANTE LA TECNICA DE GENTRY EN HUEVO DESPUES DE LA DESINFECCION. *

TRATAMIENTO |~ © = oo 0 e
1 IRRADIACION 0.5kGy 4257" + 0.09G0
F] IRRADIACION TGy 311" & 0.06682
3 IRRADIACION 2XGy ’ oF
3 IRRADIACION 3kGy [
5 FUMIGACION 3X 2028° + 0.3811
3 ASPERSION CUATERNARIOS DE AMONIO 08877 x 03003
7 ASPERSION DERIVADOS DE CITRICOS :3.3897: % 0.3504
8 TESTIGO (+) INOCULADO NO TRATADO 45227 - = 0.0762
9 TESTIGO (-) NO INOCULADO, NO TRATADO o* -

Medias con distinta fiteral son estadisticamente diferentes {P<0.05)
* Desviacion Estandar o
* Los huevos fueron inoculados con 10° UFC/ml en e! drea marcada del cascardn fuera de la cimara de aire

posteriormente fueron desinfectados con el mélodo correspondiente, 24 hrs. después se realizd el muestreo det
cascarén utifizanda la Técnica de Gentry.



CUADRO 2. RECUPERACION DE Safmonella enteritidis EN LAS ESTRUCTURAS INTERNAS DE HUEVO MEDIANTE LA
TECNICA DE WILLIAMS POSTERIOR A LA DESINFECCION.

VALORES EXPRESADOS POSITIVOS [ TO‘I‘ALES ( % )
GRUPO OE mnmsmo ii. - AREAl® - AREA ub i

IRRADIACION 05 kGy ~ — él 30 (30 %) 7130 (23.33 %) ‘ 10/30 (33.35 %).
TIRRADIACION 1 kGy 7130 (23.33 %) 6730 (20 %) 8730 ™ (26.66 %)
IRRADIACION 2 kGy 0/30* (0 %) 0/30"** (0 %) 0/30**(0%)
IRRADIACION 3 kGy 0/730" (0 %) 0730 (0 %) 0/30*** (0 %)
FUMIGACION 6‘/ 30 (20 %) 10/30 (33.33%) 13/30 (43.33%)
ASPERSION CUATERNARIOS DE AMONIO 0730 (0%) 0730**(0%) 0730 (0%)
[ASPERSION DERIVADOS DE CITRICOS 5730 0%) 3730 (10 %) ' 4/30"(13.33%)
TESTIGO (+)d 6730 (20 %) 10/30 (33.33 %) 17130 (56.66 %)
TESTIGO (-)e 0730 (0%) 0730 (0 %) 0730 (0%)

Muestreo de la cara intena de la membrana intema d Huevo inoculado, no tratado

Muestreo de fa cara interna de la membrana externa e Huevo no inoculado, no tratado

toow

Muestreo del espacio entre ia membrana externa e interma
Diferencia estadisticamente significativa ( P<0.05)
**  Diferencia estadistica altamente significativa ( P <0.001)



CUADRO 3. PORCENTAJE DE REDUCCION DE Salimonella enteritidis EN LAS

AREAS DE MUESTREO POSTERIOR A LA DESINFECCION.

VALORES EXPRESADOS EN PORCENTAJE (% )
féﬁdﬁd DE" . p o

. TRATAMIENTO | - AREAla | - AREAlID
RRADTACTON G5 gy T T 4117
TRRADIACION T KGy 0 3969 5254
Ll‘lfmTDlAcuc;N 2 kGy 100 100 100
TRRADIAGION 3 KGy 00 760 700
FUMIGAGION R N 2362
ASPERSION C.Ad W 700 100
[ASPERSION D. C e 700 7647
TESTIGO(+ ¥ o 0
TESTIGO (-] § 700 700

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
Cuaternarios de Amonio :

Derivados de Citricos

Huevo inaculado, no tratado

Huevo no inocutado, no tratado

- X -0 -
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Figura 5, Area IV. Muestreo de |a albumina del huevo
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FIGURA 6.PROMEDIQ DE LAS UFC*/mi DE Sa/monefia enteritidis OBTENIDAS
MEDIANTE TECNICA DE GENTRY EN HUEVO DESINFECTADO
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Medias con distinta literal son estadisticamente diferentes {P<0.05)




FIGURA 7. REDUCCION DE S. enteritidis EN AREA I*
MEDIANTE LA TECNICA DE WILLIAMS EN HUEVO DESINFECTADO
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FIGURA 8. REDUCCION DE S. enteritidis EN AREA II*
MEDIANTE LA TECNICA DE WILLIAMS EN HUEVO DESINFECTADO
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FIGURA 9. REDUCCION DE S. enteritidis EN AREA lII*
MEDIANTE LA TECNICA DE WILLIAMS EN HUEVO DESINFECTADO
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FIGURA 10. CORRELACION ENTRE UFC/mi DE
S. enteritidis Y DOSIS DE IRRADIACION

Y= 5.844410 - 1.6105 Xi

UFC log 10
N

Dosis de Irradiacién (kGy)

r=-0.927 P< 0.0001
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