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HUEVOS y
OVOPRODUCTOS

El huevo de gallina consiste aproximadamente de un 9,5%
de cascara, 63% de clara y 27,5% de yema. La cascara es
bastante porosa, estd constituida principalmente por carbonato
de calcio y la recubre una cuticula proteica que constituye la
barrera mas importante contra la invasién bacteriana y regula
el intercambio de gases (1). Un par de membranas separan la
clara de la cdscara y otra rodea la yema La cAmara de aire
localizada en el polo ancho del huevo, es relativamente
pequenia en el huevo recién puesto y aumenta de profundidad a
medida que pasa el tiempo.

La clara es una solucién coloidal con 10,6% de proteinas,
0,9% de carbohidratos, 0,6% de minerales y trazas de lipidos.
Al transcurrir el tiempo después de la postura, va perdiendo su
consistencia y el pH se incrementa de 7,6 a 9,3. Varias
proteinas que constituyen la clara poseen propiedades
inhibitorias: conalbimina, ovomucoide, lisozima, ovomucina,
avidina, ovoflavoproteina. La lisozima disuelve las paredes
celulares de las bacterias Gram-positivas (2).

DETERIORO

El huevo al momento de la postura generalmente es estéril
0 posee pocos microorganismos. La contaminaciéon de la
cascara ocurre en la cama de las aves y por el contacto con las
heces. Para que un microorganismo produzca alteraciones en
el huevo debe penetrar a través de los poros de la cascara
hasta a la membrana interna, crecer sobre la membrana y
alcanzar la clara o la yema (3).

El almacenamiento a la temperatura de refrigeraciéon no
evita totalmente la alteracién. Las bacterias asociadas con mas
frecuencia al deterioro son Dbacilos Gram-negativos:
Pseudomonas fluorescens 'y otras especies, Acinetobacter,
Moraxella, Alcaligenes, Proteus, Escherichia y Serratia (3). Los
mohos Penicillium, Cladosporium, Mucor y Alternaria se
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encuentran entre las especies que producen alteracién cuando
los huevos son mantenidos en un ambiente muy humedo (4).

Una vez que se quita la cascara para producir los
diferentes ovoderivados, son mayores las posibilidades de
contaminacién. Los factores que favorecen esta situacién son:
los métodos de rotura y separaciéon de las cascaras utilizados,
la incorporacién de huevos con podredumbre que no hayan sido
detectados con la observacion al trasluz del ovoscopio, la
incorporacién de “huevos claros”, que fueron incubados y no
embrionaron y el efecto antimicrobiano de la clara desaparece
cuando se mezcla con la yema (3).

MICROORGANISMOS PATOGENOS

Las bacterias del género Salmonella estan asociadas a las
aves y los huevos, siendo éstos los principales vehiculos de su
distribucién e infeccién en el hombre. Colonizan el tracto
gastrointestinal, principalmente el buche y el ciego, y se
diseminan entre las aves a través de la ruta fecal-oral. En
particular S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis y S.
Typhimurium presentan una afinidad por las aves y son
invasoras. Pueden infectar el tracto reproductor de la gallina
ponedora y asi se transmiten verticalmente al huevo (6). S.
Enteritidis, S. Typhimurium producen gastroenteritis en el
hombre (1).

S. Enteritidis coloniza los tejidos del ovario y oviducto de la
gallina (7) y cerca del 80% de las gastroenteritis humanas
pueden ser « traced to » los ovoproductos contaminados (8).

La cascara del huevo a la altura del Utero es esponjosa y
muy porosa, y al salir al exterior y como consecuencia del
cambio de presién y de temperatura, permite la succién de
bacterias presentes en la cloaca, regién sumamente
contaminada por su continuo contacto con las heces (3). Por
otra parte, algunas bacterias pueden llegar a sobrevir en el
agua de lavado, por ejemplo S. aureus, y contaminar el interior
de los huevos (9).

Pocas células de Salmonella son suficientes para infectar a
un pollito recién nacido y un solo huevo contaminado, por
transmisién vertical, en la incubadora es suficiente para
distribuir ese patégeno hacia todos los huevos e infectar toda
la incubadora por transmisién horizontal.
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En un estudio se recuperaron de las granjas diferentes
serovariedades de Salmonella del intestino de las aves (7,4 -
27,56%), huevos embrionados (0 - 2,8%), pollitos (0 - 19,2%),
lauchas (15 - 21,4%), cascara de huevos incubados (1,2 - 2,4%),
contenido de huevos incubados (0,3%), camas (4 33%),
alimento 1,6 - 5%). Los porcentajes de huevos incubados
contaminados por otras bacterias provenientes de piso sucios
(22,8 - 25,5%), pisos limpios (2 - 2,6%) y nidales limpios (0 -
1%). Las bacterias de huevos no incubados, en orden
decreciente de frecuencia, fueron Staphylococcus, coliformes,
Streptococcus, Bacillus, Salmonella y Proteus (10).

Las salmonelas pueden crecen en un amplio rango de
temperatura 4 - 54°C, aunque la mayoria de los serotipos no
desarrollan a temperaturas inferiores a 7°C. Pueden proliferar
a pH 4,5 - 956 y ain a pH 4 si estda acidificado con 4cido
mineral. No crece en alimentos con aw = 0,93 (11).

CUADRO 1. Valores de referencia para huevos y subproductos
desecados o congelados (3, 5).

Valores de referencia ufc/mL
Criterios II;IqliS‘(]i?) Ovoproductos Productos
crudo pasterizados elaborados secos
Recuento de m =104 m =104 m =104
colonias M =106 M =106 M =106
n=5,c¢c=2 n=5,c=2 n=5,c=2
m =10
S. aureus - - M =103
n=>5,c=1%
m=<3
E. coli <102 - M=10
n =5, c =2*
Coliformes - : — m =10
Entero- _ Z\n};103 M=103
bacteriaceae _ . n =5, c=2
n=>5,c=2
Salmonella nm=18, negativo m =0, n =10,
¢ =0 ’ en25g c=0

* flan de huevo
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Otros patégenos, como Campylobacter jejuni, Listeria
monocytogenes 'y Yersinia enterocolitica, ocasionalmente suelen
estar asociados con los huevos u ovoproductos (1).

ANALISIS MICROBIOLOGICO

PRUEBA PRESENCIA-AUSENCIA DE Salmonella

a. En el caso de huevos enteros, lavar la cascara con una
solucién al 0,1% de dodecil-sulfato de sodio y desinfectar con
una dilucién al 8% de lavandina comercial (hipoclorito de sodio
5,25%) recién preparada. Cascar y pesar el contenido en
condiciones de asepsia.

b. Agregar 25 g de muestra a 225 mL de diluyente en una bolsa
plastica estéril y homogeinizar en un ‘masticador’ durante 2
minutos, o en un frasco con 20 perlas de vidrio estériles de 2 mm
de diametro y mezclar mediante agitacion mecanica o manual.
Tomar tantas unidades de 25 g como sean necesarias. Incubar 4-
6 hs a 30°C.

c. Afadir al cultivo anterior un volumen de caldo RV de doble
concentracion. Incubar a 42,5°C durante 16-18 hs.

d. Con un asa sembrar en estrias el cultivo anterior sobre
placas de agar XLDN. Incubar 18-24 hs a 37°C. Observar las
colonias negras con halo rojo.

CALDO RV. Peptona de soja 9 g, cloruro de sodio 14,2 g, fosfato
monopotasico 2,8 g, cloruro de magnesio hexa-hidratado 72 g, verde de
malaquita oxalato 0,072 g, agua destilada 1 L. Esterilizar 120°C durante
15 minutos.

AGAR XLDN. Extracto de levadura 3 g, L-lisina.HCI 5 g, xilosa 3,75 g,
lactosa 7,5 g, sacarosa 7,5 g, Na desoxicolato 2,5 g, cloruro de sodio 2,5
g, tiosulfato de sodio 6,8 g, citrato férrico aménico 0,8 g, rojo fenol 0,08
g, agar 15 g, agua 1 L. Una vez fundido y enfriado a 50°C, agregar 10
mL de solucion filtrada por membrana (poros de 0,2 um) de novobiocina
al 0,1%. No esterilizar en autoclave (3, 12).

El procedimiento para Salmonella de alimentos es
diferente de su aislamiento a partir de muestras clinicas pues
suelen encontrarse en bajo nimero y con un estrés fisiol6gico.
Es necesario una revitalizacién y un enriquecimiento durante
no menos de 18 hs cuando se analizan alimentos que han sido
sometidos a tratamientos térmicos o de secado (12).
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En un estudio comparativo la prueba de PCR luego del
enriquecimiento, no detecté Salmonella en un 10% de los casos
pero los métodos de cultivo dieron positivo en la totalidad de
las muestras (13).

En el cuadro 1 se dan valores de referencia para huevo
liquido, ovoproductos y productos elaborados.

CONFIRMACION
Tomar con la aguja algunas de las colonias presuntamente de
Salmonella y sembrar por puncién los tubos con medio SIM, agar
urea y medio de Hugh y Leifson y por estria el de agar Mac
Conkey. Incubar 10-24 hs a 37°C.

AGAR UREA. Peptona 1 g, glucosa 1 g, cloruro de sodio 5 g, fosfato
monopotéasico 2 g, rojo fenol 0,012 g, agar 15 g, agua destilada 1 L.
Esterilizar en autoclave y enfriar a 50°C, agregar 50 mL de una solucién
de urea al 40% filtrada por membrana con poros de 0,2 um (3).

AGAR MAC CONKEY. Peptona 20 g, lactosa 10 g, bilis de buey
desecada 5 g, rojo neutro 0,03 g, cristal violeta 0,001 g, agar 15 g, agua
destilada 1 L. No esterilizar en autoclave (12).

Si se empled otro medio selectivo para el aislamiento, sembrar
con una aguja por puncion y estria en LIA y TSI. Incubar 24 hs a
37°C.

LIA. Peptona 5 g, extracto de levadura 3 g, glucosa 1 g, L-lisina 10 g,
citrato férrico amoénico 0,5 g, tiosulfato de sodio 0,04 g, purpura de
bromocresol (al 1%) 2 mL, agar 15 g, agua destilada 1 L. Esterilizar a
120°C.

TSI. Triptona 20 g, cloruro de sodio 5 g, lactosa 10 g, sacarosa 10 g,
glucosa 1 g, sulfato amonico ferroso 0,2 g, tiosulfato sédico 0,2 g,
solucion al 2% de rojo de fenol 12 mL, agar 13 g, agua 1 L. Esterilizar a
120°C.

Las Salmonella no poseen ureasa ni oxidasa, fermentan
glucosa, dan colonias incoloras a veces con el centro opaco en
Mac Conkey, son moviles y ennegrecen el agar SIM.

Se observa reaccioén alcalina en el fondo del tubo de LIA. En el
medio TSI la superficie inclinada es alcalina y el fondo acido (12).

El Cédigo Alimentario Argentino en el art. 519 establece
que el huevo en polvo, la yema en polvo y la clara desecada
deben estar libres de Salmonella viables (15).
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CUADRO 2. Reacciones bioquimicas seroldgicas tipicas de
Salmonella (1).
Prueba o sustrato Positivo Negativo Salmonella*
Ureasa R(,)J © Sin cambio Negativo
purpura
TSI Fondq Fondo rojo Positivo
amarillo
Gl Hugh
ucosa & Fondo . . ..
y . Sin cambio | Positivo
. amarillo
Leifson

Caldo lactosa rojo fenol

Amarillo y/o

Sin cambio

Negativo **

gas ,NO gas
Caldo sacarosa rojo fenol Amarillo y/o | Sin cambio, Negativo
gas no gas
HsS (TSI, LIA 6 SIM) Negro No negro Positivo
Prueba de indol Rojo en }a Amamllo.ep Negativo
superficie la superficie
Prueba del rojo de metilo | Rojo Amarillo Positivo
Prueba de Voges Rqsado a Sin cambio Negativo
Proskauer r0jo
Medio citrato de Crecimiento, No crece, .
. . medio sin Variable
Simmons medio azul .
cambio
Descarboxilasa | LIA Fc/>ndo Fond(:) .
de 1a lisina purpura amarillo Positivo
caldo Puarpura Amarillo
Prgeba flagelar Aglutinacién No S Positivo
polivamente aglutinacién
Prqeba somatica Aglutinacién No S, Positivo
polivalente aglutinacién
. . Amarillo y/o | Sin cambio, e
Caldo dulcitol rojo fenol Positivo
gas no gas
Caldo KCN Crecimiento | No crece Negativo****
Caldo malonato Azul Sin cambio Negativo*****

* el 90% de las especies en 1 - 2 dias;
** positivo en subespecie arizonae

e

*kkk

kkkkk

negativo en subespecies arizonae, diarizonae, houtenae, indica
positivo en subespecies houtenae, bongori
positivo en subespecies salamae, arizonae, diarizonae

El medio selectivo de enriquecimiento tiene por finalidad
permitir que crezcan las Salmonella e inhibir el desarrollo de
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otros microorganismos y en su formulacién se utilizan
compuestos quimicos inhibidores (colorantes, agentes redox,
etc.). Se eligen temperaturas y tiempos de incubacion que
faciliten el desarrollo del género investigado. Finalmente se
utilizan medios de aislamiento gelificados con agentes
selectivos donde estas bacterias crecen formando colonias
caracteristicas. Una vez aisladas las colonias se procede a su
confirmacién, pero la identificacion final se realiza por
serologia en los centros de referencia, por ejemplo el Instituto
Malbran de la ciudad de Buenos Aires (14).
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