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Por muchos afios se han hecho interesantes y detalla-
das investigaciohes sobre 1a penetracidn de microorga-
nismos a través del cascardn de huevos de las aves.

Los organismos que logran acceso al interior de}l
huevo a través del cascardn, pueden en el caso de ser
huevos embrionados, transmitir enfermedades infecciosas
al vitelo del embridn en desarrollo, determinando in-
fecciones en pollitos recién nacidos, causando pérdi-
das considerables a la industria avicola por.la morta-
iidad elevada de estos animales, y en huevo de plato
estos microorganismos serdn 103 agentes causales de
zoonosis, al ser consumido el huevo infectado.

l.a Colibacilosis de las aves es una de las enferme-
dades mis frecuentes en La Repiblice Mexicana, ya qué
cemo reportan jos Laboratorios de Patologia Animal de-
pendientes de 1a Seqretaria de Agricultura y Ganaderfia,
_en &l afio de 1970 dicha enfermedad representd un 18,35%
de incidencia segidn su Boletin Zoosanitaric.(2) Ricardo
Garcia Lozano reporta que en el Laboratorio de Patolo-
gia Animal de Tlaquepaque Jdal., a partir de 1985, ha -
habido un incremento en fa incidencia de ésta enferme-
dad, ya qUe en'esfgyaﬁo el porcentaje de colibacilosis
en aves representd el 8.8%, en 1966 el 23.6%, en 1967 -
el 17.6%, en 1968 el 30.6%, en 1969 el 27.1%, en 1970
el 26.3% y en 1971 el 22.0%. (3)

E1 presente trabajo consisté en determinar las posi-
bilidades de penetracidon de Escherichia Coii a través
de cascarones intactos, se ha guerido llevar a cabo es-
te trabajo, por la importancia que puede tener la trans
mision de Echerichias Coli a humanos al ingerir huevos



contaminados con &sta bacteria, tan frecuenfe en nues-
tro medio, ya gue segln Ewing (et.Al1.) en 1964 repor-

‘taron que habia una corre]acvon de sercotipos de E.Coli
de animales con diarrea, con los serotipos encontrados
en diarreas infantiles.(1)
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MATERIAL Y METODOS




MATERTIAL

Anillos de Carrizo .
Charolas ‘
" Gradiitas

Isopos

Jeringas

Lipiz Graso

Ovoscopio

Parafina

Pinzas de diseccidn

Pipetas

Tijeras

Formol

fledios de Cultivo.- :
Caldo Selenite

Caldo Lactosado

Mac. Conkey Agar

Verde Brillante Agar

Materjal Biolbgico.-

- Huevos . . . e
Antisueros de E. Coli '
Cepa de E. Coli
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Se utilizaron 50 huevos embrionados de 9ydfas de in-
cubacidn, procedentes de una incubadora comercial situa
da en la periferia de Guadalajara. Y 100 huevos para -
consumo humano, que procedian de una granja diferente
también situada en la periferia de Guadalajara.

Los huevos fueron llevados al Laboratorio de Diagnds .
tico de Patoiogia Animal de Tlaquepaque, para trabajar-
se ahf. Se dispusieron en charolas con la cdmara de ~
aire hacia arriba. Se ovoscopiaron y fueron desechados
Tcs que presentaban rotu?as, cimaras de aire flotantes,
o restos de excrementos., Con un 14dpiz graso se definid
el drea que ocupara la cdmara de aire. Se sefald tam-
bién el &rea de exposicidn (fig.l), por debajo de la -
cimara de aire y en un dngulo aproximado de 45°,(Fig.2).

No se efectud desinfeccidn alguna del cascardn,
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figura N°1.- Sefialamiento de la cimara de aire y
el drea de exposicidn.

)
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-Cdmara de Aire

Hembrana Interna
- Membrana

Externa

Cascardn

Figura H® 2

Se colocaron anillos de carrizo en el drea seflalada para
12 exposicidn bacteriana, adhiriendose a la superficie
por medio de parafina, con la cual también se impermea-
bilizaron dichos anillos. (fig. 3y 4).

La cepa de Eséherichia’tolivque sé:htfffiﬁifue de un
aislamientode un caso de aves presentado al laboratorio.
La cepa fue tipificada con aﬁtisueros procedentes de la
Seccidn de Reactivos Bioldgicos de Atlanta Georgia que
se obtuvieron por medio de l1a Organizacidn Mundial de la
Satud. o

E] método de tipificacion fue el siguiente: _

En un tubo estéril que contenia 10 c.c. de solucidn
salina fisiolbgica estéril se depositaron varias asadas
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del cultive de E.Coli. £) paso siguiente fue la incuba-
cién de esta mezéia durante 24 horas a 37°C. Al cabo de
ese tiempo se le afiadid formol al 0.5%. Posteriormente
se calentd el antfgeho a 50°C por una hora, al término
de ese iiempo se refrigerd la muestra. Posteriormente
en tubos estériles se colocaron 0.5 ml del antigeno -
formalinizado con 0.5 m1. de solucidn da antisuero en
dos diluciones 1310 y 1:50, utilizando los siguientes
antisueros: o-111 a b, o 138,'141 ac, o 139, o111 a ¢,

0 8, 3 y o 38.

Se dejaron incubavr los antigenos mezcladaes con los
antisueros a una temperatura de 48 a 50°C durante 24
horas. Inmediatamente después se hizc la lectura en los
tubos interpretandose como completo {50% o mds de aglu-
tinacidn), Parcial {menos del 50% de aglutinaciones)

o No aglutinacidn. Resultando nuestra cepa positive

al antisuero o011l a c.

T

Figura N°3 Impermeabilizacién de los anillos.
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Figura N”4 Colocacién de los aniiios.

La cepa ya tipificada se dejé incubar en un medio de

caldo lactosado por 24 horas, pasadas las cuales se pro-

cedi¢ a la inoculacidn de los huevos.

ftos indculos fueron preparados de la siguiente manera:
Se hicieron 5 diluciones en 5 tubos que contenian cada -
--uno. 4.5 ml, de agua bidestilada estéril, se colocd en el

primer tubo 0.5 ml. de la cepa enriquecida y de-este tu- — ..

"bo 0.5 mi. ai segundo y asi sucesivamente.

E1 tiempo de exposicidn del huevo al inbculo fue de
24 horas para el primero, 48 para e]seéundo, 72 para el
tercero, 96 para'el cuarto y. 120 horas para el quinto,
mismas en que permanecian en incubacidn. _ ‘

Una vez hecha la inoculacién el huevo colocado en -
charclas se sometié a incubacidn durante el tiempo an-




14

tes mencionado y a una temperatura)ﬁe 32.2°C-90°F, con
una himedad relativa de 60%.

’ La cosecha se efectud cadz 24 horas de cada una de
las diluciones, de la siguiente forma: en los huevos in-
Tértilas se hkacia de membrana externa - drea I, membra-
na interna- drea II, albidmina-drea ITI, vitelo-drea IV,
(figs. 5,6,7 y 8). Y de los huevos embrionados se cose-
ché igualmente cada 24 horas, y de cada una de las dij-
Tuciones. Por medio de un isopo, membrana extarna y -
membrana alantoidea, y por medio de una Jeringa, liquido
amnidtice y 1iquido alantoideo.

Este métedo se rep1txo en cada una de las pruebas que
fueron necesarias.
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- Figura N°5 Recoleccidn de membranas, ‘externa e interna.
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Se utilizdé el método de Inmersidn para una sola -
prueba, la exposicién fue total en todo el cascardn man
teniendose sumergidos los huevos en el medio de sele-

-nite enriquecido de E. Coli, despue§ de 30 minutos de
exposicidn fueron incubados.

En-todas las pruebas se dejaron 5 testigos para la

interpretacidn de resultados.
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PbRCENTAJE DE PENETRACION EN HUEVOS EXPUESTOS A
E.Ccolt EN RELACION AL METODO WVUTILIZADO.

- HUE VOS RECUPERACION '
METODO ExPUESTOS|DE E. coLr |vPENETRACION
i R A F 1 & i F 1 E
INMERSION 30 )
EXPOC!ON 60 | 10 | s0 | 30 50
LOCALIZADA !

1 INFERTIL L N .
F FERTIL
E EKBRIONADO

INFLUENCIA DE LAS DILUCIONES DE LA CEPA E.COLI EN LA PENE-
TRABILIDAD BACTERIANA POR AREAS.METODO EXPOSICION LOCALIZADA.

DILVCION AREA |} "AREA N AREA I AREA iv
10:; + 4 - +
10 + + - -
163 S+ + - -
164 + + . -
16° - - - -

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EXPOSICION EN LA PENETRACION
A DIFERENTES AREAS Y PORCENTAJE DE HUEVQOS POSITI VOS.
METODO .EXPOSICION LOCALIZADA,

TIEMPO DE — ~— -
AR
EXPOSICION EAa 1 AREA 1l AREA 11} AREA IV
' o ST
24 hs o e 3 'B ."1-~ g
e b FTTTTTETFY

2 b FTTETTTTFAE TS

96 bhs el oAl T
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Se expusieron 60 huevos infértiles, 10 huevos fér-
tiles y 50 huevos embrionados,la recuperacidn de la
bacteria E. Coli solamente se hizo en el 50% de los
huevos infértiles pbr el método de exposicién loca-
lizada. Con un 8% de penetracidn en el drea I, 8% en
el drea II, y 4% en el drea IV en el tiempo mdximo
de exposicidn que fué de 96 horas.

De los 50 huevos embrionados y de los 10 huevos
fértiles, no se obtuvieron resultados positivos, es
decir, recuperacidn de la bacteria por ninguno de
los dos métodos utilizados.

Encontramos asT nuestros resultados muy simila-
res a 1o0s obtenidos por la Dra. Acosta Padilla en Su
estudio experimental de transmisidn de\Sa]mone]]a a'
través de cascardn intacto de huevo frésco, infértil
de gallina, en el afio de 1970 (4), ya que ella en--
cuentra un 12% de penetracidn bacteriané en el &rea
I, un 5.5% en el drea Il y 0.5% en el &rea III, no
‘encontrando penetracidn en el &rea IV con un tiempo
méximo de exposicidn de 60 minutos.

- La explicacidn a nuestros resultados en gque re-
cupefamos'E.Co1i solamente en huevos infértiles y no
de fértiles o embrionados, la encontramos en uno de’
~los miltiples trabajos sobre la penetracidén de micro-
orgdhismos a través de cascargn intacto realizado
por el Dr. J.E. Williams and L.H. Dillard. En el que
. nos dice que con el desarrollo embrionario de Jos
huevos fértiles decrece Ta potencia de penetracidén a
las estructuras del huevo de bacterias como S.Typhi- -
murium,

La poca penetracidn estd aparentemente asociada,
con las mezclas y sustancias quimicas que se encuen-
tran en los lugares en donde se desarrollan los em-
briones. Ademis puedene existir sustancias antibac-




20

terianas que protejan en forma natural y que se en-

cuentran.en las estructuras del huevo, Tas cuales son

activadas por el desarrollo embrifGgenico, sin em-
bargo no se han hecho esfuerzos por establecer la
existencia de ellas.

E1 cascardn y la estructura de las membranas de
nuevos fértiles, actudn como buffer en invasidn bac-~
teriana durante la incubacidn. (5)

En las pruebas en gque utilizamos huevos fértiles
y embriones para la comprobacidn del pase de £. Coli,
estos se encontraban en el 39°dia de incubacidn, los
resultsdos fueron negativos, y sin embargo encontras
mes resultados positivos obtenidos peor el Dr. B.W.
Bierer (1962) en sus pruebas realizadas por el né-
todo de inmersidén en un cultivo de E, Coli a hue-
vos de 20 dias de incubacidn de los cuales el 30%
muridé 2 los 11 dfas despuds del nacimiento con tipi-
ca infeccidn de E.Coli. En otra de sus pruebas. tam-
bién con embriones de 20 dias de y en que los mantig
ne a temperaturas frias en la'incubacién, 54° a 88°F,

_mueren 7% de los polluelos a los 10 dias de edad ﬁre~
iseptqndo, pericarditis, perihepatitis, peritonitis,

e inflamacidn de los sacos-aereos. {(6) . . _

Los mismos resultados positivos a Ta penétracién ' ;
del cascardn por E. Coli los obtienen W. Malcolns
Reid {et, Als.) , en 1960 en un trabajo de mortalidad
y morbilidad en embriones y pollites inducida por .
una cepa de E. Coli patSgena para los pollitos que
fue usada para infectar huevos en el 18avo dia de
incubacidn, via penetiracidn del cascardn. La mortali :
dad después de 1a incubacidn aumentd a 22.0% en Tos _ P

huevos expuestos. ({7) . L '
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Cabe hacer notar despues de estos reportes, que la
cepa utilizada én este trabajo, como ya se menciong
en la metodologia, fue tipificada como o 111 a ¢, y
qgue no todos 30os autores antes mencicnddos, especifi
can el tipo de cepa utilizada por ellos, exepto B.W
Bierer que menciona un tipo no mdtil o 1. Dato que
no deja de sernos significaiivo. ’
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CONCLUSIONES

En e] 50% de Jos huevos infértiles se aisld Es-

cherichia Coli en diferentes dreas.

De los 10 huevos fértiles y los 50 embrionados no
4 ' se ais16 Escherichia Coli. : :

Existe una
incubacidn

Se observod
bacteriana

!
correlacibn directa entre el tiempo de
con el drea de penetracidn.

una concordancia entre la concentracidn
con la penetracidn. '
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S U M A R I O

Se traté de comprobar la penetracién de Escherichia
Coli a través de cascardn intacto y l1a profundidad al-
canzada por esta bacteria al infectarse huevos. '

Se utilizaron para este fin, huevos infértiles, des- -

tinados para el consumo alimenticio humano; huevos fér-
tiles y embrionados destinados a l1a reproduccidén aviar,
encontrandose que huevos para plato son mds suceptibles
a la penetracién que huevos fértiles y embrionados.

Se utilizaron dos métodos conccidos, el de inmersién
y de exposicidn localizada,el cual se comprobd como el
mds acertado. ' '

Se encontré que a mayor concentraci6n bacteriana, son
mayores las posibilidades de penetracidon y que el tiem-
po de exposicidn , es también determinante de la pene-

" tracidn.

A pesar de tenerse reportes de zoonosis por esta -
causa, nuestro trabajo no 1mp11co pruebas en humanos
para determinar esta pos1b111dad o i
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