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RESUMEN

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) mas comunes en Argentina son
causadas por bacterias como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
entre otros; incluyendo en los ultimos tiempos ademas a Campylobacter spp, concordante
con reportes actuales que lo categorizan como segundo agente causal de gastroenteritis
aguda en pediatria. Los alimentos asociados a patogenos como Salmonella spp. y
Campylobacter spp. son principalmente los elaborados a base de carne de ave y
subproductos. El huevo es un alimento perecedero y de consumo masivo debido a las
distintas preparaciones culinarias existentes; siendo Salmonella spp., Campylobacter spp.
y Escherichia coli, bacterias colonizantes del tracto gastrointestinal de aves de corral
siendo estos los que pueden contaminar la cascara y/o el interior del huevo. El Cddigo
Alimentario Argentino en el capitulo VI, articulo 492, define al huevo fresco como aquel
no fecundado, proveniente de gallinas que no han sido inseminadas de forma natural o
artificial y que no ha sido sometido a ningin procedimiento de conservacion
estableciendo como parametro microbioldgico, la deteccion de Salmonella spp. en 25 g.
El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad microbioldgica de los huevos
comercializados en la ciudad de Cérdoba mediante la busqueda de Salmonella spp.;
Campylobacter spp.; y el recuento de Escherichia coli. Para la deteccion de los patdégenos
anteriormente mencionados se utilizaron las técnicas oficiales determinadas por el Cédigo
Alimentario Argentino: 1SO 6579-1:2017, BAM-FDA capitulo 7 y BAM -FDA capitulo
4 por técnica de NUmero mas Probable (NMP) respectivamente. Se analizaron 10
muestras. No se recuperd Salmonella spp. ni Campylobacter spp. en ninguno de los
ensayos realizados. En cuanto al recuento de Escherichia coli, en una muestra se obtuvo
un valor de NMP= 3,6 bacterias/ g, lo cual podria indicar contaminacion fecal. Seguin los
resultados obtenidos, en los huevos analizados no se recuperaron estos patégenos, pero si
presentaron un recuento Escherichia coli bajo. Por la tanto, seria de suma importancia
aumentar el nimero de muestras para poder tener certeza de la ausencia total de dichos
microorganismaos.

Palabras clave: huevos; Salmonella spp.; Campylobacter spp.; Escherichia coli, ETAs



ABSTRACT

The most common foodborne illnesses in Argentina are caused by bacteria such as

Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, among others; including in
recent times, Campylobacter spp, in concordance with current reports categorizing it as
the second leading cause of acute gastroenteritis in pediatrics. Foods associated with
pathogens like Salmonella spp. and Campylobacter spp. are primarily those made from
poultry meat and by-products. Eggs are perishable food and are widely consumed due to
the various culinary preparations that exists; with Salmonella spp., Campylobacter spp.,
and Escherichia coli, being the bacterias that colonize the gastrointestinal tract of poultry,
which can contaminate the eggshell and/or the inside of the egg. The Argentine Food
Code, in Chapter VI, Article 492, defines fresh eggs as unfertilized eggs from hens that
have not been inseminated naturally or artificially and have not undergone any
preservation procedure, establishing the microbiological parameter as the detection of
Salmonella spp. in 25 g. The objective of this study was to assess the microbiological
quality of eggs sold in the city of Cordoba by searching for Salmonella spp.,
Campylobacter spp., and counting Escherichia coli. To detect the aforementioned
pathogens the official techniques defined by the Argentine Food Code were used: ISO
6579-1:2017, BAM-FDA Chapter 7, and BAM-FDA Chapter 4 using the Most Probable
Number (MPN) technique, respectively. Ten samples were analyzed. Salmonella spp. and
Campylobacter spp. were not recovered in any of the tests conducted. Regarding the
Escherichia coli count, one sample had an MPN value of 3.6 bacteria/g, which could
indicate fecal contamination. Based on the results obtained, these pathogens were not
recovered in the analyzed eggs, but they did have a low Escherichia coli count. Therefore,
it would be of great importance to increase the number of samples to be certain of the

total absence of these microorganisms.

Keywords: eggs, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli, FDIs.
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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) constituyen un importante
problema de salud a nivel mundial. Se estima que por afio se enferman 600 millones de
personas en el mundo por ingerir alimentos contaminados, de los cuales 420.000 mueren.
Debido a la cantidad de personas enfermas, se pierden todos los afios US$ 110.000
millones en productividad y gastos médicos en aquellos paises de ingresos bajos y
medianos. Los nifios menores de 5 afios son mas susceptibles a estas enfermedades,
causando 125.000 muertes por afio en este grupo etario (Organizacion Mundial de la
Salud, 2020).

Las ETAs son provocadas por el consumo de agua y/o alimentos contaminados
con microorganismos, o bien por las sustancias tdxicas que ellos producen
(Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, s.f.- a).
Por esto, es muy importante realizar controles de calidad e inocuidad de los alimentos
durante todo su proceso de elaboracion, ya que la contaminacion es muy dificil de detectar

debido a que, por lo general, no se alteran los caracteres organolépticos del alimento.

Los sintomas mas frecuentes asociados a estas enfermedades son trastornos
gastrointestinales (diarrea, vomitos, dolor abdominal, nauseas) aunque también se puede
presentar dolor de cabeza, fiebre, vision doble, etc. La intensidad y duracion va a
depender de la salud del consumidor, la cantidad de alimento consumido y de la cantidad
de bacterias o toxinas presentes en el mismo (Administracién Nacional de Medicamentos,

Alimentos y Tecnologia Médica, 2019).

Las ETAs mas comunes en Argentina son producidas por Salmonella spp.;
Staphylococus aureus, Escherichia coli. Incluyendo en los ultimos tiempos, ademas, a
Campylobacter spp. (Organizacién para las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2023).

Los alimentos asociados frecuentemente a patdgenos como Salmonella spp. y
Campylobacter spp. son principalmente leche y jugos sin pasteurizar, frutas y verduras
crudas, agua contaminada y los elaborados a base de carne de ave; como asi también los
subproductos de estos Gltimos: “los huevos”; por tener la particularidad de ser un alimento
que se consume masivamente y ser empleado en numerosas elaboraciones culinarias

(Sociedad Argentina de Pediatria, s.f).



El Cddigo Alimentario Argentino (CAA) (2017) en el capitulo VI, articulo 492,
define a huevo fresco como aquel no fecundado y que no ha sido sometido a ningun
procedimiento de conservacién, con la excepcion de la climatizacion del ambiente a
temperatura entre 8-15 °C y humedad relativa comprendida entre 70 — 90 %, libre de

olores y sabores extrarios.
Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram
negativos (Figura 1), anaerobios facultativos. En la actualidad se reconocen dos especies:
Salmonella entérica y Salmonella bongori.

S. entérica es la Unica con interés clinico y se subdivide en seis subespecies que

se indican en la Tabla 1.

Figura 1: Imagen microscopica de
Salmonella spp. Fuente:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File
:Salmonelle2d.jpg.



Tabla 1: Especies, subespecies, serotipos y habitat usual de Salmonella segun la clasificacién Kauffman -
White.

Especie y subespecie de N° de serotipos Habitat usual
Salmonella dentro de la
especie
S. entérica subsp. Entérica (1) 1531 Animales de sangre caliente
S. entérica subsp. Salamae (I1) 505 Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. Arizonae 99 Animales de sangre fria y ambiente
(1113)
S. entérica subsp. Diarizonae 336 Animales de sangre fria y ambiente
(111b)
S. entérica subsp. Hountenae 73 Animales de sangre fria y ambiente
(V)
S. entérica subsp. Indica (VI) 13 Animales de sangre fria y ambiente
S. bongori (V) 22 Animales de sangre fria y ambiente
Total 2579

Fuente: Gonzalez et al., 2014, p.75

Su reservorio esta constituido por animales salvajes y domésticos, de origen
porcino, bovino, aviar, mascotas de compafiia, entre otros. EI hombre puede infectarse y

actuar como portador asintomatico (ANMAT, s.f -b).

La transmision se produce por el consumo de alimentos contaminados
procedentes de animales infectados o por contaminacion con heces. Esta bacteria se puede
encontrar en muchos alimentos como carne, huevos, frutas y vegetales, asi como también
los productos preparados con ellos (Sdnchez Canedo, 2012). Puede sobrevivir mucho
tiempo en el alimento, pero son sensibles al calor, por lo que es destruida durante la
coccion (ANMAT, s.f -b).

La contaminacion de los huevos por Salmonella spp. se puede dar por diferentes
formas: vertical en el caso de que la bacteria infecte el aparato reproductor; horizontal
cuando el microorganismo esté presente en las heces que se encuentran en la cascara del
huevo y; lateral cuando los huevos se contaminan por contacto con materiales, animales
0 personas infectadas (NUfiez y Seech, 2023). Sin embargo, la clara de huevo presenta
sustancias con propiedades antimicrobianas como la lisozima, la cual actia degradando
la pared bacteriana de bacterias gram positivas; la conalbumina la cual impide el

desarrollo bacteriano por su poder quelante; y la avidina y la flavoproteina las cuales
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secuestran vitaminas (biotina y riboflavina) que son indispensables para el crecimiento
de algunos microorganismos (Solis Neira, 2016). Debido a la presencia de estas
sustancias, la cantidad de bacterias que pueden sobrevivir en el huevo es escasa, por lo
que es muy poco probable que llegue a la dosis requerida para enfermar; aunque si se
mantiene el huevo en el rango de condiciones éptimas de crecimiento del microorganismo
(Tabla 2), puede multiplicarse rapidamente por lo que las sustancias inhibidoras no

podran frenar el crecimiento (ANMAT, s.f - b).

Tabla 2: Condiciones de crecimiento de Salmonella spp.

Condiciones Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 5,2 (la mayoria de 35-43 46,2
los serotipos no
crecen a
temperaturas

menores que 7°C)

pH 3,8 7-7,5 9,5
Actividad acuosa 0,94 0,99 > 0,99
(aw)

Fuente: ANMAT, s.f-b
Campylobacter spp.

El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteraceae, son bacilos
gram negativos curvos, en forma de “S” (Figura 2), mdviles, microaerofilos estrictos.
Actualmente se identificaron 61 especies, de las cuales C. jejuni y C. coli son las

principales causantes de la campylobacteriosis (Parte, et al., 2020).
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Figura 2: Imagen de microscopia electrénica
de Campylobacter jejuni. Fuente:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:AR
S_Campylobacter_jejuni.jpg

La transmision de Campylobacter spp. se puede dar de forma directa si la persona
esta en contacto con heces de animales que contengan el patégeno, o de forma indirecta
por el consumo de alimentos contaminados o poco cocidos (Jacome, 2020).

El reservorio estd constituido principalmente por animales de sangre caliente
destinados al consumo, como aves de corral, vacunos, porcinos y mascotas (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Las aves de consumo Yy sus subproductos son los principales

reservorios y fuentes de infeccion humana (Pérez Valenzuela, 2019).

El rango Optimo de temperatura de crecimiento es 37 — 42 °C. No es capaz de
crecer a temperaturas menores de 30 °C, aunque si puede sobrevivir a temperaturas de
refrigeracion (Pérez Valenzuela, 2019). Crece en condiciones bajas de oxigeno, pero en

altas concentraciones de dioxido de carbono y nitrogeno (Martinez Sierra, 2020).

En Argentina el Campylobacter spp. se reporté como uno de los principales
agentes zoonoticos causante de ETAs (Rossler, et al., 2017). En la ciudad de Cdrdoba es
la segunda causa de gastroenteritis aguda en los centros nosocomiales de pediatria
(Jacome, 2020).

Escherichia coli

E. coli forma parte de las enterobacterias. Se caracterizan por ser bacilos gram
negativos, aerobios y anaerobios facultativos (Seminario Agurto, 2011). Esta bacteria se

encuentra en el intestino de los humanos y animales, en el medio ambiente y también
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puede estar presente en los alimentos y el agua sin tratar (OMS, 2018). La presencia de
E. coli en agua y alimentos es un indicador de contaminacion fecal y se la utiliza como
indicador de higiene durante los procesos de elaboracion de alimentos. Por su origen fecal

su presencia indica riesgo de la existencia de otros patégenos entéricos.

Debido a que esta bacteria es parte de un tracto intestinal sano, la mayoria son
inofensivas, pero hay algunos serotipos que pueden causar enfermedades, en algunos
casos graves, como diarrea, enfermedades respiratorias e infecciones del torrente
sanguineo (OMS, 2018).

Su temperatura éptima de crecimiento es de 37 °C, ya que son bacterias mesofilas.
Es sensible a temperaturas superiores a 70 °C por lo que son facilmente eliminadas con
una adecuada coccion. El pH éptimo para su desarrollo es de 7,2 y su actividad de agua
(Aw) 0,99 (OMS, 2018).

Legislacion:

El C.ALA. es un reglamento técnico que establece disposiciones higiénico-
sanitarias, bromatoldgicas y de identificacion comercial que deben cumplir tanto las
personas fisicas o juridicas, los establecimientos y los productos que se comercialicen en
Argentina. Tiene como objetivo principal la proteccién de los consumidores mediante

alimentos seguros e inocuos (Comision Nacional de Alimentos, s.f).

En este reglamento se describen, entre otras cosas, los criterios microbioldgicos
que deben cumplir los alimentos y se sefiala con qué metodologia oficial deben ser
evaluados. Con respecto a los patdgenos anteriormente mencionados, se establece que
Salmonella spp. debe estar ausente en muchos alimentos, entre ellos en huevos frescos;
estableciendo como metodologia oficial la ISO 6579-1:2017 y determina que debe estar
ausente en 25g de muestra (C.A.A, 2023).

Para el patdgeno Campylobacter spp. no esta establecida su busqueda en el C.A.A.
para ningun alimento, aunque los laboratorios oficiales de bromatologia, ante alguna
sospecha, pueden realizar su busqueda de acuerdo al articulo 6 el cual establece que un
alimento contaminado es aquel que contenga: “Agentes vivos (virus, microorganismos o
parasitos riesgosos para la salud), sustancias quimicas, minerales u organicas extrafias a
su composicion normal sean o no repulsivas o toxicas” (CAA, 2010). Con respecto a E.

coli, este patdgeno es buscado en muchas matrices, sin embargo, tampoco estd
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determinada su bdsqueda en huevos, pero se puede realizar de acuerdo al articulo

anteriormente mencionado.
HIPOTESIS:

Los huevos comercializados en la ciudad de Cdrdoba son inocuos para la salud de

los consumidores de acuerdo a los parametros evaluados en el presente trabajo.

OBJETIVOS:

Objetivo general:

Evaluar la calidad microbioldgica de los huevos comercializados en la ciudad de Cérdoba

- Argentina, en el periodo abril 2023 - junio 2023.

Objetivos especificos:

- Realizar la basqueda de Salmonella spp. en huevos comercializados en la ciudad
de Cordoba.

- Realizar la busqueda de Campylobacter spp. en huevos comercializados en la
ciudad de Cordoba.

- Realizar recuento de Escherichia coli en huevos comercializados en la ciudad de
Cordoba.

13



MATERIALES Y METODOS

1. Establecimiento

La investigacion fue realizada en el area de microbiologia del Laboratorio de

Alimentos de la Municipalidad de Cérdoba, ubicado en la calle San Martin 854 de la

ciudad de Cérdoba (Figura 3).

El Laboratorio de Alimentos funciona como laboratorio oficial, se encarga de:

- Analizar alimentos que se comercializan dentro del ejido y requieran Registro
Municipal de Alimentos.

- Vigilancia alimentaria en locales que comercialicen alimentos de alto riesgo.

- Ante un brote: analizar el alimento implicado en busqueda del probable origen.

- Denuncias anénimas del consumidor: ante la presencia de la misma se concurre

al comercio en busca del alimento implicado.

Esta dividido en cuatro areas: administracion, calidad, fisicoquimica y
microbiologia. Cada area se encarga de analizar diferentes aspectos de las muestras de
alimentos que ingresan a fin de que se asegure la inocuidad y, ademas, que cumpla con la

legislacion alimentaria vigente.

Figura 3: Ingreso al Laboratorio de Alimentos de la Municipalidad de
Cordoba. Fuente: Google Maps.
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2. Métodos

Toma de muestra

Se procedio a la realizacién de un muestreo aleatorio oficial donde se tomaron
muestras indicativas de distintos locales que comercializan huevos (verdulerias,
comercios minoristas, supermercados, Mercado de Abasto) dentro del ejido de Cérdoba
capital.

Tamaiio de la muestra

Se trabaj6 con 10 muestras de huevos de gallina (de color y blancos), cada una
comprendida de un n=5, con un total de 50 huevos analizados. Las muestras fueron

tomadas al azar.

Periodo del estudio:

El estudio se inicio en abril del afio 2023 y finalizo en junio del mismo afio.

Procesamiento inicial de la muestra (huevos):

Se prepard un homogenato inicial, rompiendo 4 huevos en un beaker estéril y se

homogeneiz6 el contenido con una varilla de vidrio.
Determinacion de Salmonella spp.

Medios de cultivo utilizados (Anexo 1)
e Agua Peptona Bufferada (APB) (Biokar)
e Caldo Muller Kauffmann Tetrationato-Novobiocina (MKTTn). (Merck)
e Caldo Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) (Merck)
e Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD) (Biokar)
e Agar Hektoen (Oxoid)
e Agar Nutritivo (Merk)

Para la deteccion de Salmonella spp se utilizd la técnica oficial determinada por el
C.A.A: Norma ISO 6579-1:2017.
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Se pesé 25 g del homogenato inicial y se afiadieron 225 ml de APB, se incubé a 37
°C por 18 h. Transcurrido el tiempo de incubacién, se tomé 1 ml del caldo de
enriquecimiento de APB, se sembro en 10 ml de caldo MKTTn y se incub0 24 h a 37 °C;
por otra parte, se tomd 0,1 ml del caldo de enriquecimiento de APB, se sembr6 en 10 ml
caldo RVS y se incubd 24 h a 42 °C (Figura 4). Luego se tom0 una ansada del caldo
MKTTn y se sembro por estriado con agotamiento del inoculo en una placa de XLD y
Hektoen. Se realizo el mismo procedimiento a partir del caldo RVS. Las placas fueron
incubadas 24 h a 37 °C. Se realiz6 la lectura de las placas, en caso de observar colonias
sospechosas se procedera a realizar pruebas bioguimicas.
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Figura 4: Diagrama de flujo para la deteccién de Salmonella. Fuente: adaptacion de la Norma
I1SO 6579-1:2017.

Determinacion de Campylobacter spp.

Medios de cultivo utilizados (Anexo 1)
Caldo Bolton (Merck)
Agar libre de sangre Campylobacter modificado (MCCDA). (Merck)

Agar cromogénico para Campylobacter (Chromagar)

Bicarbonato de sodio (Cicarelli)



e Acido citrico (Cicarelli)

Para la determinacién de Campylobacter spp. se utilizd la técnica descrita en el
capitulo 7 del Manual Analitico Bacteriol6gico (BAM) (Figura 5).

Se peso6 25 g del homogenato inicial y se afiadieron 100 ml de caldo Bolton. Se
incub6 a 42 °C por 48 h en condiciones de microaerofilia. Para generar la microaerofilia
se utiliz6 una mezcla de 10 g de bicarbonato de sodio con 50 ml de acido citrico 24 %, la
cual se coloca junto con las muestras en la jarra de incubacion. Transcurrido el periodo
de incubacién se tom6 una ansada del cultivo y se inoculé en dos medios de cultivo
selectivos para este microorganismo: Agar mCCDA y agar cromogénico para
Campylobacter (Figura 6). Se incubaron las placas 24 h a 42°C en condiciones de
microaerofilia. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizo la lectura de las
placas, en caso de observar colonias sospechosas se procedera a realizar pruebas

bioguimicas.
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25 g de muestra + 100 ml de Caldo Bolton.

Enjuagar suavemente agitando por 5
minutos.

‘

Enriquecimiento:

Incubar 48 h a 42 °C (microaerofilia)

v

Aislamiento: transferir una ansada por agotamiento
en superficie en agar CCDA y en agar cromogénico
para Campylobacter.

Incubar 24 ha 42 °C

y

Identificacion de colonias presuntivas

'

Pruebas bioquimicas

Figura 5: Diagrama de flujo para la deteccién de Campylobacter spp.
Fuente: adaptacion del Manual Analitico Bacteriol6gico (BAM).
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Figura 6: Aislamiento de Campylobacter spp.

Recuento de Escherichia coli

Medios de cultivo utilizados (Anexo 1)
e Agua de Lavado de Butterfield (Cicarelli)
e Caldo Lauryl Sulfato (Biokar)
e Caldo EC (Oxoid)
e Agar Levine - EMB (Merck)
e Agar recuento en placa (PCA) (Merck)

e Caldo triptona (Britania)

e Reactivo de Kovacs (Neogen)

e Solucién indicadora rojo de metilo
e caldo MR-VP (Britania)

Para la determinacion de Escherichia coli se utilizé la técnica descrita en el

capitulo 4 del Manual Analitico Bacteriologico (BAM).

Del homogenato inicial se pes6 10 g y se afiadieron 90 ml de Agua de Lavado de
Butterfield. Se realizd la técnica de Numero Mas Probable (NMP), para lo cual se
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utilizaron 9 tubos de caldo Lauryl sulfato, realizando diluciones decimales 10 %, 10 2y
10 . Se incub6 48 h a 37 °C. Transcurrido el periodo de incubacion se observd la

produccion de gas y turbidez.

De los tubos con produccion de gas en la inspeccion visual, se transfirid una
ansada a un tubo de caldo EC y se incub0 48 h a 44 °C, luego se examiné la produccién
de gas. Se tomd una ansada de aquellos tubos con produccion de gas, se sembr6 en una
placa de Agar EMB- Levine y se incub6 24 h a 37 °C (Figura 7).

Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron colonias sospechosas
(centro oscuro y planas, con o sin brillo metalico), y se transfirieron 5 a una placa de PCA,
las cuales se incubaron 24 h a 37 °C. De este re-aislamiento se realizaron las pruebas
IMViC las cuales incluyen: produccion de Indol, compuestos reactivos con rojo de metilo,
compuestos de Voges — Proskauer (VP), y citrato. En este estudio s6lo se realizaron las
dos primeras pruebas ya que son suficientes para determinar si se trata de E. coli, mientras

que las otras dos pruebas no aportan resultados concluyentes.

Para realizar la prueba de Indol se inoculd un tubo de caldo triptona y se incubd
24 h a 37 °C, luego se afiadio 0,2 ml de reactivo de Kovacs y se observé un color rojo en

la capa superior lo que indicé una prueba positiva.

En segundo lugar, se realizo la prueba de rojo de metilo; se inoculé un tubo que
contiene 2 ml de caldo MR-VP y se incub6 48 h a 37 °C. Transcurrido el tiempo de
incubacion se agreg6 5 gotas de la solucion indicadora de rojo de metilo y se agitd
ligeramente para homogenizar y luego se observo un color rojo indicando que la prueba

fue positiva.

Con los resultados obtenidos de las reacciones IMViC, mediante una tabla (Anexo

2) se calculé el NMP para E. coli.
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Figura 7: Aislamiento de Escherichia coli en agar EMB-Levine.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de las muestras analizadas no se detecto la presencia de Salmonella spp.
ni de Campylobacter spp. S6lo una muestra obtuvo recuentos de E. coli con un valor de
NMP= 3,6 bacterias/ g (Tabla 3).

Tabla 3: Resultados obtenidos del andlisis microbioldgico de huevos comercializados en la ciudad de
Cordoba - Argentina, en el periodo abril 2023 - junio 2023.

PARAMETRO
MUESTRA N° Recuento de _ Campylobacter Salmonella spp.
Escherichia coli spp.
(bacterias/g) Plan 2 clases Plan 2 clases
319250423 NMP= 3,6 Ausencia Ausencia
320250423 NMP < 3 Ausencia Ausencia
375090523 NMP < 3 Ausencia Ausencia
376090523 NMP < 3 Ausencia Ausencia
398160523 NMP < 3 Ausencia Ausencia
399160523 NMP < 3 Ausencia Ausencia
454010623 NMP < 3 Ausencia Ausencia
456010623 NMP < 3 Ausencia Ausencia
536140623 NMP < 3 Ausencia Ausencia
537140623 NMP < 3 Ausencia Ausencia

Los resultados obtenidos para el patdgeno Campylobacter spp. coinciden con lo
reportado por Delgado Yubero (2019), quien mediante una investigacion y comparacion
con otros autores determind que no es posible la transmision vertical de este patégeno, a
pesar de que el huevo esté contaminado con heces de una gallina portadora. Esta teoria
se puede reafirmar con lo expresado por Garcia et al. (2013), quienes coinciden en que la
transmision vertical en las aves es practicamente nula, ya que, a pesar de que
Campylobacter se ha aislado del oviducto y de otras partes del tracto genital de la gallina,
la posibilidad de que este patdgeno se encuentre en el interior del huevo es muy baja o

nula.

Sin embargo, se debe considerar que el nimero de muestras analizadas en este
trabajo es pequefio, por lo que puede que no haya sido suficiente para su deteccion.
Ademas, es importante destacar que Campylobacter es muy sensible a la desecacion y al
oxigeno, por lo que en el supuesto caso que se encontrara el patdgeno en la superficie del

huevo es muy poco probable que pudiese sobrevivir (Delgado Yubero, 2019).
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La investigacién demostré la ausencia de Salmonella spp. en los huevos
analizados, esto puede estar relacionado con la dificultad que existe a la hora de detectar
Salmonella en este alimento debido a su baja prevalencia en esta matriz y a la presencia
de sustancias inhibidoras en la albimina del huevo (Ochoa y Madjorie, 2019). En trabajos
similares realizados en Per(, Colombia y Cuba no se encontraron serotipos del género
Salmonella importantes para la salud publica, pero si otras cepas no tipificables propias

de la especie (Estrada y Valencia, 2019).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (2022) informd que la
probabilidad de que un huevo tenga Salmonella depende de la prevalencia del patégeno
en cada manada productiva y de la frecuencia con la que las gallinas infectadas pongan
huevos contaminados. Este escenario, segun la mayor parte de los estudios realizados, es
inferior al 3 % (Porrero et al., 2006).

En el afio 2021 la EFSA identificé a Salmonella como el agente causal en la
mayoria de los brotes asociados a alimentos en la Union Europea, 773 brotes, lo cual
representa un 19,3% del total de los brotes ocurridos. Ademas, determind que S.
Enteritidis fue el serovar predominante (N=350; 79,7% de todos los brotes de
Salmonella). En estos paises, los huevos estan mas frecuentemente asociados a los brotes
que la carne de aves de corral, debido a que la colonizacién de los 6rganos internos de la
gallina aumenta el riesgo de que se contamine el interior de los huevos. También influyen
las temperaturas de almacenamiento inadecuadas y el uso comun de huevos crudos como
ingrediente para diversas preparaciones (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria,
2022).

Debido a los datos publicados, en distintas partes del mundo, de Salmonella spp.
en huevos y a los resultados que se obtuvieron en el presente estudio, consideramos que
se deberia ampliar el nimero de muestras para verificar la ausencia de este patdgeno en

huevos de la ciudad de Cérdoba.

Por altimo, con respecto a el recuento de E. coli, los resultados son similares a los
obtenidos en una investigacion realizada en Peru, donde se analizaron 110 huevos de los
cuales solamente 2 resultaron positivos para este patdgeno, lo cual indica un porcentaje
del 1,8 % (Seminario Agurto, 2011). Macias et al. (2021), en su investigacion no recuperd
E. coli en el interior de ninguno de los huevos analizados, sin embargo, obtuvo 4 muestras

con presencia de este microorganismo en el exterior de la muestra. Con estas dos
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investigaciones podemos decir que la prevalencia de E. coli en esta matriz es baja, lo cual
puede estar relacionada con las Buenas Practicas Avicolas (BPA) que realice el lugar, ya
que, la contaminacion de los huevos depende de distintos factores como la humedad, pH,

temperatura y el manejo que se le haya dado (Macias et al., 2021).
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CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos, los huevos comercializados en la ciudad de
Cordoba no presentan los patdégenos evaluados, pero si un recuento de E. coli bajo;
guedando la hipétesis planteada sujeta a una posterior evaluacion con un aumento en el

numero de muestras para asegurar la ausencia total de los microorganismos analizados.

Destacando que los huevos, a nivel mundial, son considerados una fuente
importante de transmision de enfermedades, estos deben ser monitoreados. Para asegurar
la inocuidad de los mismos es importante el control en los puntos de produccién y
distribucion, ademaés, informar a la poblacion sobre la conservacion y preparacion
adecuada del huevo de forma tal que en caso de que exista alguno de estos

microorganismos se pueda eliminar y de esta forma prevenir una ETA.
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ANEXOS

ANEXO 1: Medios de cultivo utilizados para los analisis microbiolédgicos

1- Agua Peptonada Bufferada -APB (Biokar)

Uso: es un diluyente de uso general destinado a numerosas operaciones y normas,
incluyendo la preparacién de muestras, la preparacion de suspensiones madre y diluciones

seriadas de muestras (norma 1SO 6887).

Este medio también se utiliza para el preenriquecimiento de Salmonella y para
Cronobacter sakazakii, al permitir la resucitacion de microorganismos que han sufrido
tratamientos subletales como en el caso del secado por pulverizacion, la pasteurizacion

accion de conservantes, presion osmotica elevada y alta acidez.

Modo de accion: El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético. EI medio se

tampona con fosfatos de sodio y potasio.

Composicion g/L: peptona 10, cloruro de sodio 5, fosfato disodico 3,57, fosfato

monopotasico 1,5.

Preparacion: disolver 20 g del medio en 1 litro de agua destilada. Ajustar el pH, si es
necesario, para que después de la esterilizacion sea de 7,0 +/- 0,2 a 25°C. Esterilizar

durante 15 minutos en autoclave a 121°C.

Almacenamiento: Medio de cultivo deshidratado a 2-30 °C. - Medio de cultivo preparado

a 2-8 °C, durante un maximo de seis meses.

2- Caldo Muller Kauffmann Tetrationato-Novobiocina (MKTTn). (Merck)

Uso: para el enriquecimiento selectivo de Salmonella a partir de alimentos, piensos y

otros materiales.

Modo de accion: el medio de cultivo contiene peptona que provee los nutrientes

necesarios para el desarrollo bacteriano, y carbonato de calcio que neutraliza y adsorbe

metabolitos toxicos. La selectividad estd dada por la presencia de sales biliares y

tetrationato (compuesto generado en el medio de cultivo al reaccionar el tiosulfato de

sodio con la solucién iodo-iodurada) que inhiben el desarrollo de microorganismos Gram

positivos y algunas enterobacterias. Salmonella spp. contiene la enzima tetrationato

reductasa y puede crecer satisfactoriamente en el medio de cultivo debido a que no la
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afecta la toxicidad del tetrationato. Para evitar la proliferacion de especies de Proteus spp.,
se recomienda agregar 40 mg/l de Novobiocina previo al agregado de la solucion iodo
iodurada.

Composicion g/L: peptona de caseina 2,5, peptona de carne 2,5, carbonato célcico 10,
mezcla de sales biliares 1, tiosulfato sodico 30.

Preparacién: Disolver 46 g en 1 L de agua purificada, calentar brevemente hasta
ebullicion. No esterilizar en autoclave.

Antes del uso, afiadir 20 ml de solucion de yodo/yoduro de potasio, 10 ml de verde
brillante y 0,04 g/L de novobiocina.

Dispensar el medio asépticamente en recipientes de capacidad adecuada para obtener las
porciones de la prueba, por ejemplo, cantidades de 10 ml en tubos. Evitar el calentamiento
posterior.

El medio preparado es turbio y verde con un sedimento blanco (carbonato célcico). El
pH a 25 °C se sitla entre 7,8 y 8,2.

Si el medio completo no se utiliza inmediatamente, almacenar en la oscuridad entre +2
°C y +8 °C. El pH puede disminuir durante el almacenamiento debido a reacciones
quimicas. No utilizar el medio completo si el pH desciende por debajo de 7,0.

3- Caldo Rappaport-Vassiliadis Soya (RVS) (Merck)

Uso: Para el enriquecimiento selectivo de Salmonella a partir de alimentos y piensos,
agua y otros materiales.

Modo de accion: Es un medio de cultivo nutritivo que contiene un sistema buffer de
fosfatos, alta concentracion de sales de magnesio y sodio y la presencia del colorante
verde de malaquita (oxalato).

El enriquecimiento selectivo de las especies de salmonella se debe a la capacidad de estos
microorganismos de sobrevivir y multiplicarse a presiones osméticas relativamente altas
(debido a la elevada concentracién de cloruro de magnesio en el medio), a pH
relativamente bajos, y porque se suprime el efecto toxico del verde de malaquita hacia las
salmonellas debido a la presencia de cloruro de magnesio. La incubacion a 41-42 °C

favorece la selectividad hacia las salmonellas.

Composicion g/L: digerido enzimatico de soja 4,5, cloruro de sodio 7,2, cloruro
magnésico anhidro 13,6, hidrogenofosfato dipotasico 0,18, dihidrogenofosfato potasico
1,26, verde de malaquita oxalato 0,036. pH final: 5,2 £ 0,2
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Preparacion: Disolver 41,8 g en 1 | de agua purificada. Dispensar en tubos o matraces y
autoclavar 15 min a 115 °C.

El medio preparado es transparente y de color azul oscuro.

Almacenamiento: Almacenar entre +15 °C y +25 °C, seco y bien cerrado. No utilice
medio aglomerado o descolorido. Proteger de la luz UV (incluida la luz solar).

El medio ya preparado puede almacenarse en recipientes cerrados a una temperatura
comprendida entre +2 °C y +8 °C en la oscuridad y protegido de la evaporacién durante

un maximo de tres meses.

4- Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD) (Biokar)
Uso: Para el aislamiento y la diferenciacion de Salmonella en alimentos y piensos, agua
y otros materiales.
Modo de accion: el desoxicolato de sodio inhibe la flora Gram-positiva contaminante.
La xilosa es fermentada por practicamente todas las bacterias enteropatégenas, excepto
las Shigella, que se diferencian asi de las demas especies. Tras agotar la xilosa, la
Salmonella descarboxila la lisina (a través de la lisina descarboxilasa) a cadaverina,
provocando un aumento del pH. Las colonias de salmonelas se parecen a las de shigelas
en el medio que se ha vuelto basico.
Las colonias formadas son rojas en presencia del indicador rojo de fenol.
La adicion de lactosa y sacarosa al medio permite que las bacterias coliformes
descarboxilen la lisina y produzcan asi un exceso de acidez, haciendo que el indicador se
vuelva amarillo, favoreciendo su diferenciacion.
En medio bésico, los productores patogenos de HS reducen el citrato férrico de amonio
y provocan un ennegrecimiento debido a la produccion de sulfuro de hierro en el centro
de las colonias. Las bacterias no patdégenas que no descarboxilan la lisina acidifican el
medio, resultado de la fermentacién del azdcar. La disminucion del pH impide el
ennegrecimiento de las colonias.
Composiciodn g/L: extracto de levadura 3, lisina 5, lactosa 7,5, sacarosa 7,5, xilosa 3,75,
desoxicolato de sodio 1, cloruro de sodio 5, tiosulfato de sodio 6,8, citrato férrico de
amonio 0,8, rojo de fenol 0,08, agar 12,5.
pH final 25 °C: 7,4 £ 0,2.
Preparacion: disolver 52,9 g del medio deshidratado en 1 litro de agua destilada. Llevar
lentamente a ebullicion, removiendo con agitacién completa hasta completa disolucion.

Enfriar a 44-47°C y verter rapidamente en placas de Petri estériles y dejar solidificar.
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Almacenamiento: medio deshidratado conservar entre 2 -30°C, la fecha de caducidad se
indica en la etiqueta. Los medios ya preparados en placas se deben conservar entre 2-8°C

por 8 dias.

5- Agar Hektoen (Oxoid)
Uso: es un medio diferencial para el aislamiento de especies de Shigella y Salmonella a
partir de muestras fecales. También puede utilizarse para analizar muestras de alimentos.
Modo de accion: este medio contiene mayores cantidades de peptona para compensar los
efectos inhibidores de las sales biliares sobre las especies de Shigella. Los hidratos de
carbono (sacarosa y salicina) permiten una mejor diferenciaciéon que la lactosa sola y la
menor toxicidad del doble indicador, fucsina acida y azul de bromotimol, mejora la
recuperacion. EI aumento de lactosa ayuda a reconocer precozmente los organismos de
fermentacion lenta de la lactosa. El tiosulfato y el citrato férrico estan presentes para
detectar organismos productores de sulfuro de hidrdgeno. La presencia de sales biliares
inhibe las bacterias Gram-positivas.
Composicion g/L: peptona proteica 12, extracto de levadura 3, lactosa 12, sacarosa 12,
salicina 2, sales biliares 9, cloruro sodico 5, tiosulfato sddico 5, citrato férrico de amonio
1,5, fucsina acida 0,1, azul de bromotimol 0,065, agar 14.
Preparacion: suspender 76 g del medio en 1 L de agua estéril. Calentar suavemente y
dejar hervir unos segundos para disolver el agar. No esterilizar en autoclave. Enfriar a
50°C y verter en placas de Petri estériles.
Almacenamiento: conservar el producto en su envase original a 2-12°C hasta su

utilizacion. Conservar protegido de la luz.

6. Caldo Bolton (Merck)

Uso: se utiliza para el enriquecimiento selectivo de Campylobacter spp. a partir de
alimentos y piensos, asi como de muestras medioambientales y otros materiales.

Modo de accion: Cefoperazona, vancomicina, cicloheximida y trimetoprima son los
agentes selectivos utilizados para inhibir las bacterias grampositivas y gramnegativas
acompafiantes, asi como levaduras y mohos.

Composicion g/L: digerido enzimatico de tejidos animales 10; lactoalbimina hidrolizada
5; extracto de levadura 5; cloruro sédico 5; acido a-cetroglurarico 1; piruvato sodico 0,5;

disulfito sodico 0,5; carbonato sédico 0,6; hemina 0,01
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Preparacion: disolver 27,6 g en 1 L de agua destilada y autoclavar 15 minutos a 121 °C.
Enfriar 45 -50°C. Afadir asépticamente 50 ml de sangre lisada de caballo y el contenido
de 2 viales de suplemento selectivo de Caldo Bolton.

Almacenamiento:

Medio deshidratado: almacenar entre 15-25°C, no utilice medio apelmazado o
descolorido. Proteger de la luz.

Medio preparado: almacenar entre 1 - 5°C en la oscuridad durante un maximo de 7 dias.

7. Agar libre de sangre Campylobacter modificado (MCCDA). (Merck)
Uso: para el aislamiento, la deteccion y el recuento de Campylobacter spp. en alimentos
y piensos, asi como en muestras medioambientales y otros materiales.
Modo de accidn: este medio contiene extracto de carne y digeridos enzimaticos de tejido
animal y caseina que se utilizan como fuentes de nitrégeno. La combinacion de carbén
activado, sulfato de hierro (Il) y piruvato sédico se utiliza para absorber radicales y
perdxidos que podrian ser inhibitorios para el Campylobacter microaerofilo. El agar es el
agente solidificante. Este medio contiene los agentes selectivos desoxicolato,
cefoperazona y anfotericina B para inhibir la flora bacteriana acompafante, asi como las
levaduras y los mohos.
Composicidn g/L: peptona 20; caseina hidrolizada 3; carbon activo 4; cloruro sodico 5;
desoxicolato de sodio 1; piruvato de sodio 0,25; sulfato de hierro 0,25; agar-agar 12.
Preparacion: disolver 45,5 g en 1 L de agua destilada y calentar hasta disolucion
completa. Tratar en autoclave 15 minutos a 121°C. Enfriar el medio de cultivo a 45-50°C.
Agregar asépticamente el contenido disuelto de 2 frascos de CCDA suplemento selectivo.
Mezclar bien.
pH 7,4 +/- 0,2 a 25°C
Almacenamiento:
Medio deshidratado: almacenar en lugar seco y en recipiente bien cerrado a 15-25°C.
Proteger de la luz.

Medio preparado: almacenar entre 1-5°C en la oscuridad durante un méaximo de 7 dias.

8. Agar cromogénico para Campylobacter (Chromagar)

Uso: es un medio de cultivo cromogénico selectivo destinado a la deteccion directa

cualitativa, diferenciacion e identificacion presuntiva de Campylobacter termotolerantes.
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Modo de accion: la mezcla cromogénica permite diferenciar entre especies de
Campylobacter y la mezcla del suplemento selectivo inhibe hongos, levaduras, y otras
especies bacterianas.

Composicion g/L: agar 15; peptona y extracto de levadura 25; sales minerales 9; mezcla
cromogénica y selectiva 2,2

pH final 7,4 +/- 0,2.

Preparacion: disolver 51,2g en 1 L de agua esteril. Calentar y llevar a ebullicion mientras
se remueve regularmente hasta la disolucion completa. No calentar a mas de 100°C.
Enfriar a 45-50°C. Verter en placas de Petri estériles.

Almacenamiento:

Medio deshidratado: almacenar en lugar seco y en recipiente bien cerrado a 15-25°C.
Proteger de la luz.

Medio preparado: conservar 1 mes en refrigeracion (2-8 °C), proteger de la luz y de la

deshidratacion.

9. Agua de Lavado de Butterfield (Cicarelli)
Uso: es un diluyente de uso general destinado a numerosas operaciones que incluyen la
preparacion de muestras, la preparacién de suspensiones madre y diluciones seriadas de
muestras.
Composicion g/L: di-Potasio Hidrogeno Fosfato (KH2POs), agua destilada.
Preparacion: Disolver 68 g en 1L de agua destilada. Esterilizar en autoclave 15 minutos
a121°C.
Almacenamiento:
Medio deshidratado: conservar los envases perfectamente cerrados en un lugar fresco,
seco y bien ventilado.

Medio preparado: conservar a temperatura de refrigeracion (2-8°C).

10. Lauryl Sulfato (Biokar)
Uso: Es un medio de enriquecimiento selectivo utilizado para la deteccion y recuento de
Escherichia Coli y coliformes en agua y productos alimenticios.
Modo de accion: El lauryl sulfato de sodio inhibe considerablemente el desarrollo de la
flora microbiana acompafante sin inhibir las especies de coliformes. Debido a su

excelente capacidad nutritiva, asi como a la presencia de tampén fosfato, permite que las
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bacterias coliformes se desarrollen rapidamente y liberen grandes cantidades de gas a
partir de la fermentacion de la lactosa, incluso con pequefios indculos

Composicidn g/L: triptona 20; lactosa 5; fosfato dipotasico 2,75; dihidrégeno potasico
2,75; cloruro sodico 5; lauryl sulfato sodico 0,1.

pH 6,8 +/- 0,2 a 25°C.

Preparacion: disolver 35,6 g en 1 L de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo
colocando 10 ml por tubo y colocarle campana de Durham. Esterilizar en autoclave a
121°C, durante 15 min.

Almacenamiento:

Medio deshidratado: 1-30°C

Medio preparado: conservar 180 dias en refrigeracion.

11. Caldo EC (Oxoid)
Uso: es un medio selectivo para la diferenciacion de coliformes fecales y la prueba de
confirmacion de Escherichia Coli a partir de muestras alimentarias y ambientales.
Modo de accion: La presencia de sales biliares inhibe el crecimiento de formadores de
esporas y enterococos, pero permite el crecimiento de E. Coli y coliformes. La produccion
de gas de la fermentacion de la lactosa se indica utilizando tubos de Durham invertidos.
Composicidn g/L: triptona 20; lactosa 5; sales biliares 1,5; fosfato dipotasico 4; fosfato
monopotasico 1,5; cloruro sadico 5.
pH 6,9 +/- 0,2 a 25°C.
Preparacion: disolver 37 g en 1L de agua destilada. Distribuir en tubos de ensayo
colocando 8 ml por tubo y colocarle campana de Durham. Esterilizar en autoclave a
121°C, durante 15 min.
Almacenamiento:
Medio deshidratado: conservar a 10-30°C y utilizarlo antes de la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta.

Medio preparado: almacenar a 2-8 °C durante un maximo de 4 semanas.

12. Agar Levine - EMB (Merck)
Uso: medio selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento, confirmacion e
identificacion de Escherichia Coli y otras Enterobacteriaceae de la cadena alimentaria,

cosméticos y otros materiales.
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Modo de accion: En el medio de cultivo, la peptona es la fuente nutritiva y la lactosa es
el hidrato de carbono fermentable. La combinacion utilizada de eosina y azul de metileno,
inhibe el desarrollo de microorganismos Gram positivos y de bacterias Gram negativas
fastidiosas, y también, permite diferenciar bacterias fermentadoras y no fermentadoras de
lactosa. El agar es el agente solidificante.

Composicion g/L: peptona de gelatina 10; lactosa 10; hidrogenofosfato dipotasico 2;
eosina amarillenta 0,4; azul de metileno 0,065; agar- agar 13,5.

Preparacion: disolver 36 g en 1 L de agua destilada, calentar en un bafio de agua
hirviendo, tratar en autoclave 15 minutos a 121°C. Verter en placas.

pH 7,1 +/-0,2 a 25°C.

Almacenamiento:

Medio de cultivo deshidratado: conservar a 10-35 °C, proteger de la luz

Medio de cultivo preparado: conservar a 2-8 ° C durante 6-8 semanas.

13. Agar recuento en placa (PCA) (Merck)
Uso: medio general para la determinacion del contenido microbiano total de alimentos y
piensos, agua y otros materiales.
Modo de accion: La productividad de este medio, estd basada en el alto contenido
nutricional de sus componentes, que permite el desarrollo de las bacterias presentes en la
muestra.
Composicion g/L: peptona de caseina 5, extracto de levadura 2,5, D (+) glucosa 1, agar
—agar 14.
Preparacion: disolver 22,5 g en 1 litro de agua destilada, calentar en un bafio de agua
hirviendo, fraccionar en tubos de ensayo. Tratar en autoclave 15 min a 121°C. Antes de
su utilizacion se debe fundir el medio.
Almacenamiento:
Medio deshidratado: almacenar entre +15°C y +25°C.
Medio preparado: las placas ya preparadas deben conservarse a una temperatura de +2 a
+8 °C en la oscuridad y protegidas contra la evaporacion durante un maximo de cuatro

semanas.

ANEXO 2: Tabla utilizada para calcular NMP

Para tubos cada uno con inoculos de 0.1, 0.01, 0.001 g, los NMP por gramo e
intervalos de confianza del 95%
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Pos. tubos
0,10 | 0,01
0 0
0 0
0 1
0 1
0 2
0 3
1 0
1 0
1 0
1 1
1 1
1 2
1 2
1 3
2 0
2 0
2 0
2 1
2 1
2 1

0.001

NMP/g

o

3.0

3.0

6.1

6.2

9.4

3.6

7.2

1

7.4

"

"

15

dieciséis

9.2

14

20

15

20

27

Conf. lim.

Bajo

0,15

0,15

36
36
4.5

4.5

3.6
4.5
7
45

8.7

Alto

9.5

9.6

1

18

18

38

18

18

38

20

38

42

42

42

38

42

42

42

42

94

Pos. tubos
0,10 | 0,01
2 2
2 2
2 2
2 3
2 3
3 1]
3 1]
3 i
3 1
3 1
3 1
3 1
3 2
3 2
3 2
3 2
3 3
3 3
3 3
3 3

0.001

NMP/g

21
28
35
29
36
23
8
64
43
75
120
160
93
150
210
290
240
460
1100

=1100

Conf. lim.

Bajo
45
8.7
8.7
8.7
8.7
4.6

87

a7

40

37
40
90
4z
90
180

420

Alto

1.
1.
2

4,

42

94

84

G4

a4

94

o

180

180

200

420

420

420

420

430

000

000

000

100

Fuente: Manual Analitico Bacterioldgico (BAM)
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