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Por muchos enos se han hecho interesantes y detalla­
das investigaciones sobre la penetración de microorga­
nismos a trav€s del cascarón .de huevos de las aves. 

Los organismos que logran acceso al interior del 
huevo a través del cascarón, pueden en el caso de ser 
huevos embrionado~, transmitir enfermedades infecciosas 

al vitelo del embrión en desarrollo, determinando in­

fecciones en pollitos recién nacidos, causando pérdi­

das considerables a la industria avicola por.la morta­
lidad elevada de estos animales, y en huevo de plato 
estos microorganismos serán los agentes causales de 
zoonosis, al ser consum)do el huevo infectado. 

La Colibacilosis de las aves es una de las enferme­
dades m~s frecuentes en La Repdblice Mexicana, ya que 

cerno reportan los Laboratorios de Patolog5a Animal de­
pendientes de la Secretarfa de Agricultura y Ganaderfa, 

en el año de 1970 dicha enfermedad representó un 18.35% 

de incidencia según su Boletín Zoosanitario.(2) Ricardo 
Garcia Lozano reporta que en el Laboratorio de Patolo­
gia Animal de Tlaquepaque Jal., a partir de 1965, na -

habido un incremento en ia incidencia de ésta enferme­

dad, YA que en este aHo el porcentaje de colibacilosis 
en aves re::wesentó el 8.8%, en 1966 e1.23.6%, en 1967 

el 17.6%, en 1968 el 30.6%., en 1969 el 27.1%, en 1970 

ei 26.3% y en 1971 el 22.0%. (3) 

El presente trabajo consiste en determinar las posi­
bilidades de penetración de Escherichia Coli a través 
de cascaro~es intact~s, se ha querido llevar a cabo es­
te trabajo, por la importancia que puede tener la tran~ 
misión de Echerichias Coli a humanos al ingerir huevos 
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contaminados con ésta bacteria, tan frecuente en nues­
tro medio, ya que segGn Ewing (et.Al .) en 1964 repor­
taron que había una cQrrelación de serotipos de E.Coli 
de animales con diarrea, con los serotipos encontrados 
en diarreas infantiles.(l) 

OFICIM di· 
~QEtt~ 



1 

M A T E R I A L Y M E T O D O S 
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f.1 A T E R I A L 

Anillos de Carrizo 
Charolas 
Grndillas 
Isopos 
Jeringas 
Lápiz Graso 
Ovoscopio 
Parafina 
Pinzas de disección 
Pipetas 
Tijeras 
Formol 

Medios de Cultivo.-

Material B,o16gico.-

Caldo Selenite 
Cilldo Lactosado 
Nac. Conkey Agar 
Verde Bril.lante Agar 

Huevos. 
Ar.tisueros de E. eoli 
e epa de E. e o 1 i 
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i1 E T O O O 

Se utilizaron 50 huevos embrionados de 9 dfas de in­
cubación, procedentes de una incubadora com~rcial situ~ 

da en la periferia de Guadalajara. Y 100 huevos para -
consumo humano~ que procedfan de una granja diferente 
también situada en la periferia de Guadalajara. 

Los huevos fueron llevados al laboratorio de Diagnó~ 
tico de PatologSa Animal de Tlaquepaque, para trabajar­
se ahi. Se dispusieron en charolas con la c~mara de -
~ire hacia arriba. Se ovoscopiaron y fueron desechados 
1os que presentaban roturas, cámaras de aire flotantes, 
o restos de excrementos. Con un lápiz graso se definió 
el área que ocupara la cámara de aire. Se señaló tam­
bién el área de exposición (fig.l), por debajo de la -
cámara de aire y ~n un ángulo aproximado de 45°, (Fig.2). 

No se efectuó desinfección alguna del cascarón. 

t- ;;,... .• 

Figura N°l.- Sefialamiento de la cámara de aire y 

el área de exposición. 

l __ 
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Cámara de Aire 
_,___1,1embra na Interna 

Figura H0 2 

Nembrana 
Externa 

Se colocaron anillos de carrizo ·en el área senalada para 
la exposición bacteriana, adhiriendose a la superficie 
por medio de parafina, con la cual tambi§n se impermea­
bilizaron dichos anillos. (fig. 3y 4). 

La cepa de Escherichia Coli que se ~tiiiió fue de un 
aislamientode un caso de aves presentado al laboratorio. 
La cepa fue tipificada con antisueros procedentes de la 
Sección de Reactivos Biológicos de Atlanta Georgia que 
se obtuvieron por medio de la Organización Mundial de la 
Salud. 

El método de tipifiéación fue el siguiente: 
En un tubo estéril que contenía 10 c.c, de solución 

salina fisi.ológica estéril se depositaron varias asadas 
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del cultivo de E.Coli. El paso siguiente fue la incuba­
ción de esta mezcia durante 24 horas a 37°C. Al cabo de 

ese tiempo se le anadió formol al 0.5%. Posteriormente 
se calentó el antígeno a 50°C por una hora, al término 
de ese tiempo se refrigeró la muestra. Posteriormente 
en tubos estériles se colocaron 0.5 ml del antígeno -
formalinizado con 0.5 ml. de solución d¿ antisuero en 
dos diluciones 1;10 y 1:50, utilizando los siguientes 
antisueros: o 111 a b, o 133, 141 a e, o 139, olll a e, 
o 8, 39 y o 38. 

Se dejaron incubar los antígenos mezclados con los 
antisueros· a una temper.atura de 48 a 50°C durante 24 
horas. Inmediatamente después se hizo la lectura en los 
tubos interpretandose como completo (50% o mis de aglu­
tinación), Parcial (menos del 50% de aglutinacionP.s) 
o No aglutinación. Resultando nuestra cepa positivo 
al antisuero olll a c. 

Figura N°3 Impermeabilización de los anillos. 
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Figura N~4 Colocación de los. anillos. 

La cepa ya tipificada se dejó incubar en un medio de 
caldo lactosado por 24 horas, pasadas las cuales se pro­
cedió a la inoculación de los huevos. 

Los inóculos fueron preparados de la siguiente manera: 
Se hicieron 5 diluciones en 5 tubos que contenian cada -
u no 4 . 5 m 1 • de. agua bid es t i1 a da esté r i1 , se e o 1 o e 6 en e 1 
prime!" tubo 0.5 rr.l. de la cepa enriquecida y de ·este tu-. 

· bo 0.5 m1. al segundo y asf sucesivamente. 

El tiempo de exposición del huevo al inóculo fue de 
24 horas para el primero, 48 para elsegundo, 72 para e.l 
tercero, 96 para el cuarto y 120 horas para el quinto, 
mismas en que permanecían en incubación. 

Una vez hecha la inoculación el huevo colocado en -
charolas se sometió a incubación durante el tiempo an-
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tes mencionado y a una temperatura.Ale 32.2°C-90°F, con 
una hGmedad relativa de 60%. 

La cosecha se efectuó cada 24 horas de cada una de 
las diluciones, de la siguiente forma: en los huevos in­
fértiles se hacfa de membrana exter~a -área I, membra­
na interna- área II, albGmina-irea III, vitelo-irea IV. 
(figs. 5,6,7 y 8). Y de los hueves embrionados se cose­
chó igualmente cada 24 horas, y de cada una de las di­
luciones. Por medio de un isopo, membrana externa y -

membrana ala~toidea, y por medio de una jeringa, lfquido 
amniótico y lfquido alantoideo. 

Este m~todo se repitió en cada una de las pruebas que 
fueron necesarias. 

\ 
í ¡ 

.·' l '··· y 

' \ 

,. 
f 

·¡ 

Figura N°5 Recolección de membranas, ·externa e interna. 
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F i g. 6 Fig. 7 

Se utiliz6 el método de Inmersión para una sola ~ 

prueba, la exposic16n fue total en todo el cascarón ma~ 
teniendose sumergidos los huevos en el medio de sele­
nite enriquecido de E. Co1i, despues de 30 minutos de 
exposición fueron incubados. 

En todas las pruebas~~se dejaron 5 testigos para la 

interpretación de resultados~ 
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PORCE:NTAJE DE PE:NETRACION EN HUE.VOS EXPUESTOS A 
E.COll EN P.ELACION AL METOOO UTILIZADO. 

ME TODO 
HUEVOS RECUPERACION 

0 /oPENETRACION 
EXPUESTOS DE E. COLI 

_ _l_l f E 1 F E 1 F E 

1 NM E:RS ION 30 

EXPOC:ON GO 10 
LOCALIZADA 

50 30 50 

INFEfiTIL 

F FE RT 1 L 

E EKBRIONAOO 

INFLUENCIA DE LAS DILUCIONES DE LA CEPA E.COLI EN LA PENE· 

THABILIDAO BACTERIANA PORAREAS.METODO E.XPOSICIONLOCAUZAOA. 

DILUCION A R EA 1 AREA 11 A !'lEA 111 AREA IV 

·1 + + - + 10 
·2 + + - -10 

103 + + - -
-4 + 10 . + - -
-~ 

10 - - - -

INFLUENCIA DEL TIEMPO DEEXPOSICION EN LA PENETRACION 
A DIFEP.ENTF.S AfiEAS Y PORCENTAJE DE HUEVOS POSITIVOS. 
METODO EXPOSICION LOCALIZADA. 

TIEMPO DE 
EXPOSICION 

24 hs 

48 hs 

72 hs 

9G hs 

A RE: A 1 AREA 11 1 AREA 111 1 AREA IV 

~. JE .. :.:::: :"ilC .. ] 
· ... 'r c.·,~r. :=r .,.[ :.1 
:. 14

• .. ·1 .:: f·'·r:,J 
~r-;;( ._ ... M>j~::::·: ::::,~:t:~: .. ::::·:~.-:;e·l:ra 



.. DISCUSION 



19 

Se expusieron 60 huevos infirtiles, lO huevos fér­
tiles y 50 huevos embrionados,la recuperación de la 
bacteria E. Coli solamente se hizo en el 50% de los 
huevos infirtiles por el mitodo de exposición loca­
lizada. Con un 8% de penetración en el área !, 8% en 
el área II, y 4% en el area IV en el tiempo máximo 
de exposición que fué de 96 horas. 

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

Encontramos asf nuestros·resultados muy simila-
res a 1os obtenidos por la Dra. Acosta Padilla en su 
estudio experimental de transmisión de Salmonella a 
través de cascarón intacto de huevo fresco, infértil 
de gallina, en el año de 1970 (4), ya que ella en-­
cuentra un 12% de penetración bacteriana en el área 
I, un 5.5% en el área II y 0.5% en el á~ea III, no. 

encontrando penetración en el área IV con un tiempo 
máximo de exposición de 60 minutos. 

la explicación a nuestros resultados en que re­
cuperamos E.Coli solamente en hue~os infértiles y no 
de fértiles o embrionados, la encontramos en uno de 
los mQltiples_trabajos sobre la penetración de micro­
organismos a travfis de cascarón intacto-~ealizado 
por el Dr. J.E. Williams and L.H. Dillard. En el que 
nos dice que con el desa~rollo embrionario de los 

huevos ffirtiles decrece la potencia de penetración a 
las estructuras del huevo de bacterias como S.Typhi­
murium. 

La poca penetración está aparentemente asociada, 
con las mezclas y sustancias químicas que se encuen­
tran en los lugares en donde se desarrollan. los em­
briones. Además puedene existir sustancias antibac-
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terianas que protejan en forma natural y que se en­
cuentran en las estructuras del huevo, las cuales son 
activadas por el desarrollo embriógenico, si~ em­
bargo no se han hecho esfuerzos por establecer la 
existencia de ellas. 

El cascarón y la estructura de las membranas de 
huevos fértiles, actuán como buffer en invasión bac­
teriana durante la incubación. {5) 

En las pruebas en que utilizamos huevos fértiles 
y embriones para la comprobación del pase de E. Coli, 
estos se encontraban en el 9°dfa de incubación, los 
resultados fueron negativos, y sin embargo encontra~ 
mos resultados positivos obtenidos por el Dr. B.W. 
Bierer (1962) en sus pruebas realizadas por el m5-
todo de inmersión en un cultivo de E. Coli a hue­
vos de 20 días de incubación de los cuales el 30% 
murió a los 11 días después del nacimiento con típi­
ca infección de E.Colí. En otra de sus pruebas tam­
bién con embriones de 20 días de y en que los manti~ 
ne a temperaturas frias en la incubación, 54° n 88°F, 

mueren 7~ de los polluelos a los 10 días de edad pre­
_sentando, pericarditis, períhepatitis, peritonitis, 
e inflamación de los sacos·a~reos. (6) 

Las mismos resultados positivos a la penetración 
del cascarón por E. Coli los obtienen W. Malcolns 
Reid (et. Als.) , en 1960 en un trabajo de mortalidad 
y morbilidad en embriones y pollitos inducida por 
una cepa de E. Coli patógena para los pollitos que 
fue usada para infectar huevos en el lBavo día de 

incubación, vía penetración del cascarón. La mortali 
dad después de la incubación aumentó a 22.0% en los 
huevos expuestos. {7) 

\ . 
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Cabe hacer notar despues de estos r~portes, que la 
cepa utilizada en este trabajo, como ya se mencionó 
en la metodologfa, fue tipificada como o 111 a e, y 

que no todos los autores antes mencionados, especifi 
can el tipo de cepa utilizada por ellos, exepto B.W 
Bierer que menciona un tipo no mótil o l. Dato que 
no deja de sernas significativo. 
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e O N e L U S I O N E S 

En el 50% de los huevos infªrtiles ~e aisló Es­
cherichia Coli en diferentes lreas. 

De los 10 huevos fértiles y los 50 embrionados no 
se aisló Escherichia Coli. 

Existe una correla¿ión directa entre el tiempo de 
incubación con el área de penetración. 

Se observó una concordancia entre la concentración 
bacteriana con la penetración. 



.. 
S U t•l A R o 
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S U M A R O 

Se trató de comprobar la penetración de Escherichia 
Coli a través de cascarón intacto y la 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 la reproducción aviar, 
encontrandose que huevos para plato son más suceptibles 
a la penetración que huevos fértiles y embrionados. 

Se utillzaron dos mAtados conocidos, el de inmersión 
y de exposición localizada,el cual se comprobó como el 
más acertado. 

Se encontró que a mayor concentración bac~eriana, son 
mayores las posibilidades de penetración y que el tiem­
po de exposición , es también determinante de la pene­
tración. 

A pesar de tenerse reportes de zoonosis por esta -
causa, nuestro trabajo no implicó pruebas en humanos 
para determinar esta posibilidad. 
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