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RESUMEN

La salmonelosis humana es una de las principales infecciones alimentarias a nivel mundial
provocada en la mayoria de los casos por la bacteria “Salmonella Enteritidis”. El huevo y los
ovoproductos, producidos por la industria alimenticia, tienen una intima relacién con la
salmonelosis. Los alimentos implicados de forma mas frecuente en esta infeccién son los
producidos por huevos crudos (mayonesas). Para las grandes industrias que emplean huevos
como materia prima la utilizacién de ovoproductos se hace inevitable.

Este estudio tiene como objetivo determinar la calidad microbiolégica de los huevos frescos que
se comercializan para consumo humano directo o su industrializacion en San Salvador de Jujuy.
La clasificacion y calidad del huevo fueron comprobadas macroscopicamente de acuerdo al CAA.
El aislamiento de Salmonella spp. se realiz6 utilizando la metodologia FDA/BAM con
modificaciones. Se registraron datos de ingreso de huevos de productores regionales de Jujuy y
Salta en el Mercado de Concentracion y Abasto de San Salvador de Jujuy, teniendo en cuenta la
distribucién de las bocas de expendio (“boxes”) en el predio durante el mes de junio al que le
correspondié una media de 6.563 huevos. Se analizaron un total de 48 huevos, cada muestra
esta constituida por un de pool de 6 huevos.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias en la calidad microbioldgica en cuanto a carga
microbiana total. Sin embargo no se aislé6 Salmonella de ninguna de las muestras analizadas. Por
lo tanto las muestras analizadas cumplirian con los criterios de calidad microbiolégica adoptadas
tanto por el codigo alimentario Argentino como por las normas internacionales para huevos de
consumo humano.

Conocer el estado de situacion de riesgo que prevalece en la cadena de produccion vy
comercializacion de los huevos frescos brindara informacion actualizada, la cual servira de apoyo
a programas de control microbiolégico a empresas avicolas e instituciones de control.
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1. INTRODUCCION

El gran aumento en la demanda productiva y la gran competencia para mantenerse dentro del
mercado avicola, obliga a las empresas productoras de huevos a cumplir con altos estandares
productivos tanto en calidad como en cantidad. Dichos estandares se deben alcanzar cumpliendo
todos los reglamentos sanitarios, los cuales deben ser fiscalizados por entidades estatales para
asegurar un producto sano para el consumidor y asi evitar enfermedades del tipo alimentarias en
la poblacion [1]. Es muy dificil tener un control sanitario estricto de todos los alimentos de origen
animal y sus derivados que son comercializados en ferias o mercados locales con el consiguiente
riesgo para la salud de las personas por su dudosa calidad microbiolégica [2].

La produccion mundial de huevos asciende a 65 millones de t (2008), lo que implica un importante
crecimiento comparado con el afio 2000 donde se produjeron 51,7 millones de t. Se observa un
fuerte liderazgo de China, a la cual le siguen EEUU, India, Japdn, México, Rusia y Brasil. Con
respecto a Argentina, ésta se encuentra en el puesto 23 [3,4].

A nivel nacional, el sector avicola se perfila con perspectivas favorables, tanto para la produccion
de carne aviar como de huevos. El crecimiento ininterrumpido desde el afo 2003 y la estrategia
delineada para los proximos afos permiten vislumbrar una actividad dinamica y en constante
expansion, proveedora de alimentos tanto en el mercado local como en el internacional [4].

La produccion de huevos se realiza en granjas de ponedoras, en las que se cumplen las etapas de
cria, recria y alimentacion de las gallinas en produccién y la recoleccién de huevos. Dicha
producciéon posee basicamente dos finalidades: una de ellas es el consumo directo del huevo
(huevos frescos) y la otra es la industrializacién del mismo dando como resultado lo que se conoce
como ovoproducto [5].

De acuerdo a estadisticas de SENASA y RENAVI, se contaba con 4.066 granjas de produccion de
carne (engorde de pollos) y unas 1.131 granjas de produccion de huevos en el afo 2009.
Completaban el eslabén primario, las granjas de reproduccion (301 establecimientos), las plantas
de incubacion (80 establecimientos) y las granjas de recria (108 establecimientos).

En lo que respecta a la produccién de huevo, el pais contaba con 1.131 granjas, Buenos Aires
concentraba la mayor cantidad de establecimientos (42%). Le seguian en orden de importancia las
provincias de Entre Rios (23%), Santa Fe (10%) y Cérdoba (7%) y la provincia de Jujuy (0.80%)
El huevo puede ser invadido por diversos patégenos bacterianos que pueden afectar la salud
humana, particularmente SE, la cual ha experimentado una notable expansiéon a nivel mundial,
produciendo un alarmante aumento de la incidencia y severidad de los casos de enfermedad
humana [6]. La contaminacion bacteriana de los huevos frescos puede ser por transmision
transovérica, contaminacién en la cloaca y contaminaciéon posterior a la puesta, generalmente
ambiental [6].

La obtencién de informacion relacionada a las caracteristicas fisicas y la presencia de Salmonella
sp. en huevos para consumo humano permitira caracterizar al huevo y conocer la situacion de este
patégeno. Actualmente hay escasos datos sobre la prevalencia de Salmonella en huevos en la
provincia de Jujuy, y el registro de las incidencias de salmonelosis son aisladas e incompletas, lo
que complica la aplicacién de estrategias de intervencion en puntos criticos de control de la
cadena productiva avicola y sus productos alimenticios.

Por lo tanto el principal objetivo de este estudio fue determinar la calidad microbiolégica de los
huevos frescos que se comercializan, para consumo humano directo o para su industrializacion,
en el Mercado de Concentracion y Abasto de San Salvador de Jujuy.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Muestreo de huevos

Se realizé una compra, en forma simultanea, de huevos en los puntos de expendios (BOXES) del
Mercado de Concentracion y Abasto, sito en Av. Almirante Brown N° 350 en los que se venden
huevos de procedencia no industrializada. Los boxes registrados, destinados a la
comercializacion de huevos frescos, son ocho como lo muestra la Figura 1.

El muestreo se llevd a cabo en la Ultima semana del mes de julio del 2013. Se analizaron 60
huevos de gallina frescos de produccién regional de Salta y Jujuy para el consumo humano. Las
muestras se tomaron en forma aleatoria de los ocho puestos autorizados a la comercializacién de
huevos frescos del Mercado de Avasto. El muestreo correspondié a un total de 60 huevos. Las
muestras fueron tomadas por un unico recolector. Cada muestra analizada esta compuesta por 6
huevos.
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Figura 1 Disposicion de los puntos de muestreo

Se tomaron diez muestras, una o dos muestras por puesto autorizado a la comercializacion de
huevos frescos, dependiendo del numero de huevos disponibles al momento del muestreo. Solo
dos puestos ofrecian un numero superior de huevos que el resto de los puestos, por lo que se hizo
necesario tomar dos muestras de cada uno de esos dos puestos.

2.2 Toma de muestra.

Los huevos fueron tomados usando guantes estériles, directamente desde el lugar de venta.
Posteriormente fueron depositados en un contenedor térmicamente, debidamente desinfectado
para su transporte, permitiendo un traslado a 4°C y asi evitando fluctuaciones térmicas. De esta
forma se trasladaron al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Nacional de Jujuy, donde fueron procesados inmediatamente.

Se introdujeron los huevos en bolsas Ziploc® adecuadamente rotuladas indicando el numero del
huevo y local correspondiente como se muestra en la Figura 2.

Las bolsas aqui utilizadas fueron previamente esterilizadas por exposicién a luz ultravioleta, en
una camara de flujo laminar, por 15 minutos.

Figura 2 Toma de muestra.

Después de tomar los resguardos microbioldgicos de rutina y previo uso de guantes y mascarillas,
se procedi6 con los ensayos programados.

2.3 Clasificacion de acuerdo a limpieza de la cascara

La clasificaciéon de los huevos de acuerdo a las caracteristicas de limpieza de la cascara se llevo a
cavo segun Ecuacién (1). El porcentaje de huevos con superficie sucia se determiné por
observacion macroscopica y se clasificaron segun lo propuesto por el Cdodigo Alimentario
Argentino [7] y el Decreto N° 4238/68 (1968).

N huevos con superficie sucia

(1)
N° total de huevos analizados 100

% huevos con superficie sucia =
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2.3 Peso del huevo de consumo (PHC).

Los huevos fueron pesados individualmente en condiciones de esterilidad con balanza electrénica,
escala 0,1 g (Precisa 3000 D, Zurich, Suiza). De acuerdo a los pesos obtenidos fueron clasificados
segun lo propuesto por el Cddigo Alimentario Argentino [7] y el Decreto N° 4238/68 (1968), con el
siguiente criterio:

v'Grado 1S o “extra grande”: 2 62 g por unidad y 744 g por docena y 372 gr por media docena.
v'Grado 1 o “grande”: entre 54 y 61 g por unidad y 648 g por docena y 324 por media docena.
v'Grado 2 o “mediano”: entre 48 y 53 g por unidad y 576 g por docena y 288 por media docena.
v'Grado 3 o “chico”: entre 42 y 47 g por unidad y 504 g por docena y 252 por media docena.

2.4 Preparacion de la Muestra.
Luego de esta clasificacion se adicion6 al interior de cada bolsa con sus respectivos huevos 120

ml de agua peptonada; se realizé en grupos de 8 bolsas con una agitacién mecénica por un
minuto con un reposo de 30 minutos, realizandose 3 veces por muestra con un reposo total de 1
hora, para permitir alternadamente la solubilizaciéon del particulado adherido a la superficie de la
cascara y la remocion del mismo mediante las turbulencias de la agitacion; como se puede
observar en la Figura 3.

Figura 3 Preparacion de la Muestra.

Posteriormente, de la solucion resultante en cada bolsa se extrajo 25 ml de muestra para la
determinacion de Salmonella sp. y 2 ml para la determinacion de la carga microbiana total como
se describe a continuacion.

2.5 Determinacion de la carga microbiana total
Se realiz6 mediante recuento en placa de bacterias heterétrofas mesdfilas aerdbias (BHMA) en
agar nutritivo.

1. Se colocd 1 ml de cada una de las 10 muestras, previamente preparadas, por duplicado
en cajas de petri estériles debidamente rotuladas e inmediatamente se vertid 10 a 15 ml
de agar nutritivo estéril fundido y enfriado a 44°C como se muestra en la Figura 4.

2. Luego se procedid a homogeneizar la mezcla con suaves movimientos de vaivén y

rotacion. Una vez homogeneizado el medio con la muestra se dej0 enfriar.
3. Se Incubo por 48 horas a 29-31°C.
4. Transcurrido dicho tiempo se procedio al recuento en placa.

Muestra

—_— ——

10-15 ml de Agar 10-15 ml de Agar
Nutritivo fundido Nutritivo fundido

Figura 4 Esquema de la determinacion de BHMA

2.6 Aislamiento e identificacion de Salmonella sp
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La metodologia empleada fue la de aislamiento FDA/BAM con modificaciones. Actualmente la
literatura provee de numerosos métodos analiticos para la medicion y deteccion de la salmonella,
en alimentos, procedimiento segun International Standard I1SO 6579:2002; Bacteriological
Analytical Manual — FDA: 2007; toma como referencia ANMAT. En este trabajo el aislamiento e
identificacion de Salmonella se realizé siguiendo el esquema que muestra la Figura 5.

INICIO

Pesar 25 gr. De muestra

Agregar 225ml. De calde lactosado

Incubar & 35 +22C por 24 + 2

1 ml De caldo lactosado en 10 ml de 1 ml De caldo lactosado en 10 ml de
caldo selenito caldo tetrationato

Incubar a 35 +22C por 24 + 2

Rayar en agar XLD Rayar en agar Hecktoen Rayar en agar Bismuto

Colonias tipicas de Salmonella

Pruebas Bioguimicas

LIA Tsl INDOL UREA API 20-E

e

Identificacion de la bateria

Prueba seroldgica para confirmar

Aglutinacion con SUero

Reporte de resultados,

positivos o negativos
en 23 gramos y 25

Figura 5 Esquema de aislamiento e identificacion de Salmonella spp.



Las colonias caracteristicas para Salmonella sp. en los agares selectivos se describen a
continuacion.

v" En Agar Bismuto Sulfito las colonias tipicas de Salmonella sp. son negras con o
sin brillo metalico, alrededor de la colonia se forma un halo café o negro.

v" En Agar Hecktoen las colonias tipicas de Salmonella sp. son azul-verdosas con o
sin puntos negros en el centro, las cepas con fuerte producciéon de H2S pueden
aparecer completamente negras.

v" En Agar XLD las colonias tipicas de Salmonella sp. son rosadas con o sin puntos
negros, las cepas con fuerte produccion de H,S pueden aparecer completamente
negras.

2.6.1 Pruebas bioquimicas.
La tabla 1 muestra la interpretacion de las pruebas bioquimicas y resume datos de la bibliografia
consultada [8].

Tabla 1 Interpretacién de las pruebas bioquimicas

Cepa de Salmonella
Prueba® S. Typhi 5. Paratyphi A | 5. Paratyphi [S. Paratyphi Otras cepas
Reaccion| %" |Reaccién| %" ReacciBén % ° ciReaccién % °|Reaccion| %"
Acido de glucosa en TSI + 100 + 100 + + + 100
Gas de glucosa en TSI L 0 + 100 + + + a2
Acido de lactosa en TSI - 2 - 100 - - - 1
Acido de sacarosa en TSI - 0 - 0 - - - 1
Produccion de HzS en TSI + a7 - 10 + + + 92
Hidrolisis de la Urea - 0 - 0 - - - 1
Descarboxilacién de la Lisina + 98 - 0 + + + 95
Reaccion de -galactosidasa - 0 - 0 - - - 2°
Reaccion de Voges-Proskawer. - 0 - i] - - - 0
Produccion de Indel o Kligler - 0 - 0 - - - 1

®  Desde la referencia [9].

Estos porcentajes indican que no todos los aislamientos de serotipos de Salmeonelia dan las reacciones marcadas
como + 0 - . Estos porcentajes pueden variar dentro de un mismo serotipo y entre un serotipo y otro de los causantes
de enfermedades alimentarias de diferentes procedencias.

Los porcentajes no son conocidos segun la literatura disponible.
Salmonella Typhi no produce gas.

Salmonella enterica subespecie arizonae da una reaccion lactosa positiva o negativa, pero es siempre  3-
galactosidasa positiva. Para el estudio de estas cepas puede ser (til realizar pruebas complementarias.

2.6.1.1 TSI

Aislamientos tipicos de Salmonella spp. pueden producir &cido y gas a partir de glucosa en
TSI, muestran la parte inclinada alcalina (roja) y el fondo acido (amarillo), con formacion
de gas (burbujas) y (en aproximadamente el 90% de los casos) formacién de sulfuro de
hidrogeno (ennegrecimiento del agar). Cuando se aisla una Salmonella lactosa positiva, la
parte inclinada del TSI es amarilla. Por eso, la confirmacion preliminar de los cultivos de
Salmonella no debe estar basada solo en los resultados de la prueba del TSI [10].

2.6.1.2. Deteccion de la B- galactosidasa.

La prueba de la beta-galactosidasa (ONPG, Ortho-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside) se usa para
confirmar/descartar Salmonella sp. Si el resultado es positivo para esta prueba bioquimica la
solucién se torna amarilla.

3. RESULTADOS.

3.1 Clasificacion de acuerdo a limpieza de la cascara

La Tabla 1 proporciona la clasificacion de los huevos analizados con respecto a la limpieza de la
cascara, segun lo propuesto por el Codigo Alimentario Argentino [7] y el Decreto N° 4238/68
(1968).
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Tabla 1 Clasificacion de acuerdo a la limpieza de la cascara.

BOX SUPERFICIE SUCIA Clasificacion
M1 Limpio A
M2 Ligeramente manchado B
M3 Ligeramente manchado B
M4 Moderadamente manchado C
M5 Ligeramente manchado B
M6 Moderadamente manchado C
M7 Moderadamente manchado C
M8 Limpio A
M9 Moderadamente manchado C
M10

3.2 Peso del huevo de consumo (PHC).

De acuerdo a los pesos obtenidos, los huevos fueron clasificados en 1S (extra grande, = 62 g), 1
(grande, 54-61 g), 2 (medianos, 48-53 g) y 3 (pequefios, 42-47 g). Las muestras analizadas
corresponden al grado 1Sy S, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2 Clasificacién de los huevos segtin el peso.

BOX | Pesode 6 huevos | Clasificacion
[9r]

M1 371,6 1S
M2 308,8 1
M3 350,0 1
M4 381,2 1S
M5 461,0 1S
M6 361,3 1
M7 407,3 1S
M8 360,9 1
M9 380,4 1S
M10

3.3 Determinacién de la carga microbiana total

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos en el recuento en placa de bacterias heterétrofas
mesodfilas aerdbias (BHMA) en agar nutritivo de las muestras analizadas. Los resultados estan
reportados en Unidades Formadoras de Colonias por huevo (UFC/Huevo).

Tabla 3 Unidades Formadoras de Colonias de BHMA por huevo.

Muestra UFC/HUEVO Duplicado UFC/HUEVO
M1 1,8 x 10* M1 1,5x10%
M2 8,6 x 10° M2 1,3x10°¢
M3 1,5x10% M3 2,3x10*
M4 6,6 x 10* M4 3,0 x 10
M5 1,8x 10% M5 2,8x104
M6 5,1 x 10 M6 43x104
M7 3,1x104 M7 3,1x104
M8 1,4x10* M8 2,0x104
M9 9,1x10° M9 1,1x10*




3.4 Aislamiento e identificacion de Salmonella sp.
Como se puede observar en la Figura 6 ninguna muestra evidencidé desarrollo de una colonia

tipica de Salmonella sp. en ninguno de los agares sembrados (agar XLD, Hecktoen y Bismuto
Sulfito). Solo en dos muestras, M8 y M7, de observaron desarrollo de colonias atipicas. La
muestra M8 evidencié desarrollo atipico tanto en el agar XLD como en agar Bismuto Sulfito,
mientras que la muestra M7 solo lo hizo en el agar XLD. El resto de las muestras no presenté
desarrollo microbiano en ninguno de los agares sembrados con la muestra correspondiente. La
coloracion de Gram de estas colonias revelé que se trataba en todos los casos de bastones Gram
negativos. Sin embargo el resultado de las pruebas bioquimicas efectuadas a estas colonias
atipicas mostré6 que no se trataba de Salmonella. Por lo tanto, de ninguna de las 10 muestras
analizadas se aislé la bacteria Salmonella sp. Eso significa que el 100% de las muestras
analizadas fueron negativas para Salmonella como se observa en la Figura 6 y la Tabla 4.

A

en y Bismuto Sulfito sembradas con las muestras segltin esquema de
trabajo.

Figura 6 Placas de agar XLD, Hecko

Tabla 4 Presencia de Salmonella sp. en las muestras analizadas.

Muestra Resultado del Andlisis de la superficie

de los huevos en 25 ml de muestra.
M1 AUSENTE
M2 AUSENTE
M3 AUSENTE
M4 AUSENTE
M5 AUSENTE
M6 AUSENTE
M7 AUSENTE
M8 AUSENTE
M9 AUSENTE
Mo | e

Observacion: la muestra 10 no se pudo analizar ya que dicho puesto o BOX no disponia de
huevos el dia de la recoleccion; sin embargo se lo incluyd en este trabajo porque estaba
considerado en el disefio experimental.

DISCUSION Y CONCLUSIONES.
De los resultados aqui obtenidos para la carga microbiana total (aerobios totales) y considerando

los datos presentados en la Tablas 5 podemos inferir que si bien en algunas muestras el valor de
carga microbiana total se acerca a los limites y en algunos casos supera los valores limites
establecidos en dichas tablas, debemos recordar que los valores de carga microbiana total aqui
obtenidos estan reportados en UFC por huevo y no por gramo de huevo, como estan reportados
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en la Tabla 5. Dicho valor experimental se convertiria en un valor mucho menor al dividirse por el
peso del huevo (~60g.). Este valor seria representativo de la carga microbiana que potencialmente
podria pasar al huevo al cascarlo sin limpiar la cascara; si este fuera el caso la posible
contaminacion seria despreciable frente al valor limite establecido en la Tabla 5.

Tabla 5 Limites establecidos por la USDA (United States Departamento of Agriculture) para huevo liquido,
refrigerado o deshidratado.
MICROORGANISMQOS

Conteo de placas aerobicas < 25.000 por gramo
Grupo de Coliformes < 10 por gramo
Hongos y levaduras < 10 por gramo

Salmonella sp Ausentes

Con respecto a la presencia de Salmonella sp.; los valores presentados por las Tablas 5y 6
revelan que los huevos aqui analizados cumplen los requisitos para su comercializacién tanto para
la USDA como para el Mercado Comun del Sur.

Tabla 6 Reglamentos para Mercosur (Mercado Comun del Sur)

ALIMENTOS MICROORGANISMOS TOLERANCIA
Huevo integrado crudo Salmonella sp/25gr. Negativo
Yema, clara o mezclas | Coliformes < 1
pasteurizadas, refrigeradas o | Estafilococos coag.
congeladas, con azlcar, sal y | Positiva/ml 10
otros aditivos. Salmonella sp/ml Ausentes

El propdsito de esta investigacion fue determinar si la bacteria Salmonella sp. esta presente en
huevos frescos que estan a la venta en el Mercado de Concentracion y Abasto procedentes de
productores regionales. Las muestras analizadas fueron representativas de 8 puestos diferentes,
tomandose cada uno directamente de los puestos de venta del mercado. El resultado aqui
obtenido fue la ausencia de la bacteria del genero Salmonella sp. en todas las muestras
analizadas, esto muestra que la incidencia de huevos contaminados con Salmonella sp. fue muy
baja en huevos frescos procedentes de productores locales en el dia que se llevo a cabo el
muestreo . Estos datos concuerdan con otros reportes de estudios similares llevados a cabo en
huevos frescos. Diversos estudios han demostrado que en general el nimero de bacterias
presentes en los huevos frescos es muy bajo, sin embargo, un almacenamiento prolongado a
temperatura ambiente permite la multiplicacion de bacterias incrementando la poblacion
microbiana en varios ciclos logaritmicos. Desde el punto de vista microbioldgico, es importante
tener en cuenta que la mayor parte de los huevos recién puestos son estériles, al menos
interiormente, sin embargo la cdscara se contamina rapidamente con materias fecales, en los
nidos, manipulacion, transporte y una serie de peligros anadidos. La calidad interna del huevo
puede verse afectada por las condiciones del medio ambiente, tales como temperatura y humedad
de almacenamiento, afectando algunas caracteristicas del huevo. Estos cambios incluyen pérdida
de agua y de diéxido de carbono con el subsiguiente aumento de pH en el contenido del huevo
[11].

Este es el primer estudio de esta naturaleza realizado en huevos frescos que se comercializan en
el Mercado de Concentraciéon y Abasto de la ciudad de San Salvador de Jujuy. Por lo
anteriormente expuesto los resultados aqui obtenidos no garantizan que los huevos en otro
periodo de muestreo y con mayor exposicién a los factores anteriormente mencionados arrojen
resultados como los aqui obtenidos, siendo necesario realizar periédicamente mas analisis de este
tipo, para poder tener registros y elaborar estadisticas que reflejen la incidencia real de esta
bacteria en huevos producidos en determinada regién, en este caso San Salvador de Jujuy.
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