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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia de Salmonella spp. y las
caracteristicas fisicas y pH del huevo para consumo humano y evaluar la sensibilidad de los
aislamientos obtenidos frente a diferentes antimicrobianos de uso en medicina humana y
veterinaria. Las caracteristicas fisicas del huevo para consumo fueron evaluadas a traves de
las siguientes variables: el peso y el area total del huevo, observacion macroscépica de la
superficie; peso, porcentaje y espesor de la céscara; el color de la yema y el pH del
contenido de huevo. El aislamiento de Salmonella spp. se realiz6 utilizando la metodologia
FDA/BAM (con modificaciones). La serotipificacion de los aislamientos se realizé segin el
método de Kauffmann-White. Posteriormente, se evalud la sensibilidad de cada cepa frente
a los antimicrobianos. Los huevos de cascara marron y los de cascara blanca mostraron
diferencias en sus parametros fisicos y valores de pH. La prevalencia de Salmonella spp.
fue del 1,8 % (29/1.643 muestras), encontrandose 8 serovariedades de Salmonella sp. las
cuales fueron sensibles a amoxicilina/acido clavuléanico, ciprofloxacinaa e imipenem que

serian de eleccion en la terapia de infecciones causadas por este patdgeno.

Palabras claves: Huevo de consumo, caracteristicas fisicas del huevo, Salmonella spp.,

antimicrobianos, Entre Rios.
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SUMMARY

Presence of Salmonella and physical characteristics of eggs for human
consumption. The aim of this study was to determine the presence of Salmonella spp. and
physical characteristics and pH of eggs for human consumption. Furthermore, antimicrobial
susceptibility of Salmonella was evaluated. The egg physical characteristics were evaluated
as: egg weight and the total area, macroscopic surface observation, shell weight percentage
and thickness, yolk color and pH of egg content. FDA/BAM (with modification)
methodology was used for Salmonella spp., isolation. Serotyping of isolates was performed
according to the Kauffmann-White method. Finally, the antimicrobial sentitivity test was
made for each strain. Brown shell eggs and white shell eggs showed differences in their
physical parametersand values of pH. The prevalence of Salmonella spp. was 1.8%
(29/1,643 samples), and 8 different serotypes of Salmonella were founded. These were
sensitive to amoxicillin/clavulanate, ciprofloxacin and imipenem wich would be of choice

in the treatment of infections cuased by this pathogen.

Key words: Egg consumption, physical characteristics of eggs, Salmonella spp.,

antimicrobial, Entre Rios.
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I. INTRODUCCION

I.1. Produccion de huevo en Argentina

La produccién 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, Japon,
México, Rusia y Brasil. Con respecto a Argentina, ésta se encuentra en el puesto 23

(Andnimo, 2011; Lamelas et al., 2011).

A nivel nacional, el sector avicola se perfila con perspectivas favorables, tanto para
la produccién de carne aviar como de huevos. El crecimiento ininterrumpido desde el afio
2003 y la estrategia delineada para los proximos afios permiten vislumbrar una actividad
dindmica y en constante expansion, proveedora de alimentos tanto en el mercado local

como en el internacional (Lamelas et al., 2011).

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 produccion y la recoleccion de
huevos. Dicha produccion posee béasicamente dos finalidades: una de ellas es el consumo
directo del huevo (huevos frescos) y la otra es la industrializacion del mismo dando como

resultado lo que se conoce como ovoproducto (Garzon et al., 2010).

La produccion avicola se desarrolla principalmente en las provincias de Entre Rios
y Buenos Aires coincidente con las areas productoras de cereales y oleaginosas utilizados

para la alimentacion de las aves. Con respecto a la produccion de huevos, el 65,4% de la
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produccién nacional estd representada por dos provincias, Buenos Aires (42,7 %) y Entre

Rios (22,7 %) (Lamelas et al., 2011).

Durante el afio 2010, la produccion de huevos en Argentina mostrd un crecimiento
del 4% en relacion al afio 2009 y la demanda interna marc6 un consumo interno de 218
huevos/hab/afio (Lamelas et al., 2011). Se estima que para el afio 2015 el consumo de

huevos/hab/afio sera de aproximadamente 230 (Nazar, 2009).

En el periodo Enero-Agosto de 2010, la produccion de huevos de mesa en Entre
Rios fue de 798.864 cajones de 30 docenas cada uno en establecimientos de importancia
comercial de la provincia de Entre Rios. La produccion aumentd en un 4,6 % respecto al
mismo periodo del afio anterior (2009) representado por 37.138 cajones de 30 docenas cada

uno (Schell et al., 2010).

1.2. El huevo: Caracteristicas, propiedades y percepcién por el consumidor

El huevo presenta un valor alimentario que lo ubica en el tercer lugar, después del
queso y de la leche y superior a la carne. Debido a su cantidad y calidad de nutrientes es
considerado por la FAO, como uno de los alimentos mas nutritivos de la naturaleza. Su
densidad nutritiva lo hace de gran valor para el balance nutricional de la dieta y como una
fuente econdmica de alta calidad proteica, un importante componente de la dieta de los
ancianos, familias de bajos recursos, nifios y personas que quieren bajar de peso (Mayer,

1986; Applegate, 2000; Sayar, 2009).

Dentro de nuestros alimentos es uno de los mas ricos en calidad de vitaminas, tanto

en los huevos de cascara blanca como los de color (Quevedo, 2008). Ademas, es
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considerado un alimento natural, envasado en origen, econémico, facil de conseguir,
preparar y apto para toda la familia. EI huevo es simbolo de vida y ha estado presente
desde la antigiiedad en la alimentacion humana. EI mismo aporta la proteina de mejor
calidad, grasas saludables y la mayoria de las vitaminas y minerales. Ademas aporta

sustancias esenciales que protegen la salud (Sayar, 2009).

Los principales componentes del huevo son agua (75%), proteinas (12%), lipidos
(12%), carbohidratos y minerales. Las proteinas estan distribuidas en todo el huevo, pero la
gran mayoria las encontramos en la clara y yema del mismo, y una pequefia proporcion en

la cascara y cuticula (Kovacs-Nolan et al., 2005).

El huevo posee sistemas de defensas fisicas y biologicas que protegen al embrion
frente a la invasion y multiplicacion de microorganismos. La cascara y la membrana
testacea obstruyen fisicamente la invasion de organismos, constituyendo la primera barrera
de defensa. Por su parte, la albdmina contiene un nimero de proteinas, tales como lisozima,
lactoferrina, etc, con actividad antimicrobiana demostrada. Estas proteinas pueden ejercer
su funcion mediante diferentes mecanismos, incluyendo lisis bacteriana y unién a metales y
vitaminas. Otros componentes presentes en la yema del huevo también poseen actividad
antimicrobiana, tales como la inmunoglobulina Y (1gY), la cual es transferida desde la
gallina al huevo para dar una inmunidad adquirida a su progenie (Kovacs-Nolan et al.,

2005).

Los mismos componentes del huevo que forman parte del embrién, son

responsables de ejercer accion antibacteriana, antiviral y de modulacion del sistema inmune
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en humanos. Es por ello que se destaca la importancia del consumo de huevos como parte

de una dieta saludable orientada a prevenir enfermedades (Mazzuco, 2008).

Recientemente, la Camara Argentina de Productores Avicolas (CAPIA), realiz6 un
estudio sobre la imagen y el consumo de huevo. Algunas de las principales observaciones
fueron que en la mayoria de los hogares hay huevos en la heladera, la mayor proporcién de
ellos son consumidos dentro de preparaciones o en comidas elaboradas. En lo que refiere a
los habitos de compra, el supermercado, almacén de barrio, verduleria y granja/polleria son
los principales lugares de compra, donde la cercania es el principal factor para la eleccion
del lugar donde comprar el huevo, perdiendo importancia si es fresco o no (Anénimo,
2010). Los atributos mas importantes del producto son la frescura, el tamafio, la higiene y el
precio. En el area metropolitana de Buenos Aires los huevos més comprados son los
blancos, mientras que en el interior se privilegian los huevos marrones. El envase de carton
es el preferido de todos los consumidores, aunque entre los de mejor situacion
socioeconémica aparece el envase de plastico como una variante, mientras que en los de

peor situacion socioecondmica la bolsa de polietileno gana importancia (Anénimo, 2010).

Desde el afio 2000 el huevo es considerado como alimento funcional, ya que cumple
con las definiciones de ser un alimento que va mas alla de la nutriciéon brindando beneficios
para la salud. De acuerdo a la categorizacion de la ADA los huevos son alimentos que se
encuentran naturalmente enriquecidos con carotenoides, colina y sustancias antioxidantes

(Sayar, 2009). Segun esta asociacion la ingesta de alimentos funcionales tiene un efecto
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beneficioso en la salud cuando son consumidos como parte de una dieta variada (Hasler,

2000).

1.3. Riesgo sanitario en la produccién de huevos

El huevo puede ser invadido por diversos patdgenos bacterianos que pueden afectar
la salud humana, particularmente SE, la cual ha experimentado una notable expansion a
nivel mundial, produciendo un alarmante aumento de la incidencia y severidad de los casos
de enfermedad humana (Gast, 2003). Las infecciones producidas por estos
microorganismos provocan gran variedad de enfermedades agudas y cronicas en la
industria avicola. Esta enfermedad puede causar grandes pérdidas econémicas en granjas
debido a gastos en saneamiento de instalaciones infectadas, eliminacién de aves, etc. A su
vez, las aves representan uno de los reservorios mas importantes de estas bacterias que

pueden ser transmitidas al humano (Gast, 2003).

Las aves pueden infectarse con Salmonella debido al consumo de alimento
balanceado contaminado, cuyos ingredientes pueden ser de origen animal (expeller y harina
de carne, hueso, pescado, entre los mas importantes) o vegetal (maiz, expeller y harina y
poroto de soja), siendo los ingredientes de origen animal la principal fuente de

contaminacion (Quiroz, 1987).

La contaminacion bacteriana de los huevos frescos puede ser por transmision
transovarica, contaminacion en la cloaca y contaminacion posterior a la puesta,
generalmente ambiental (Gast, 2003). Diversos factores extrinsecos e intrinsecos del huevo

afectan la probabilidad de penetracion de este patdogeno en el huevo en inoculaciones
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experimentales. Entre los primeros se destacan la cepa bacteriana, el diferencial de
temperatura entre el huevo y la suspension bacteriana, la humedad, el numero de
microorganismos en la suspension o en las excretas, el pH de la suspension bacteriana, y
temperatura y humedad durante el almacenamiento después de la inoculacién. Entre los
factores intrinsecos se pueden mencionar las tres barreras de defensa fisica del huevo: la
cuticula, la cascara (calidad, porosidad y defectos) y las membranas testaceas (Messens et
al., 2005).

Howard et al. (2011) y Gama et al. (2003) hacen referencia a otros factores de
riesgo que pueden estar implicados en la contaminacion de las gallinas ponedoras y el
huevo. Estos factores son el movimiento de las personas encargadas de las granjas, la
exposicion a roedores, los insectos, los animales domésticos, el agua y el alimento.

Cuando Salmonella se encuentra presente en las granjas, el uso de antimicrobianos
ayuda a disminuir las pérdidas causadas por la mortalidad en las aves afectadas. Sin
embargo, el uso periodico de antibidticos induce no solamente a resistencia por parte de
este microorganismo, sino también a la formacion de aves portadoras crénicas que eliminan
Salmonella spp. en el medio ambiente y son quiza el principal foco de diseminacion dentro

de un lote (Botero Hoyos, 2007).

La informacion sobre la prevalencia de Salmonella en huevos en la provincia de
Entre Rios, es escasa, aisladas e incompletas, lo que complica la aplicacion de estrategias
de intervencion para puntos criticos de control de la cadena productiva de aves de corral y

sus productos alimenticios. La obtencion de informacion relacionada a las caracteristicas
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fisicas y la presencia de Salmonella spp. en huevos para consumo humano permitird

caracterizar al huevo y conocer la situacion de este patdgeno.

1.4. Objetivos establecidos

Objetivo general:

» Generar informacion sobre las caracteristicas fisicas y grado de

contaminacion microbioldgica de los huevos para consumo humano.

Objetivos especificos:

» Determinar las caracteristicas fisicas y pH de los huevos para consumo.

» Evaluar distintas técnicas para el aislamiento y deteccion de Salmonella spp.

a partir de huevo.

> Determinar la prevalencia de la contaminacion microbioldgica de
Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Enteritidis y otras

serovariedades en huevos comercializados en supermercados de Entre Rios.

» Estudiar la sensibilidad antimicrobiana de las cepas de Salmonella spp.
aisladas de huevo a diferentes antibiodticos, utilizados tanto en avicultura

como en medicina humana.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

11.1. Resefia historica de la produccion avicola

Cuenta la historia que el origen de la avicultura en Argentina vino de la mano del
general Justo José de Urquiza, quién fundo la Colonia San José en el afio 1857 junto a un
namero importante de inmigrantes (suizos, franceses e italianos), quienes habrian traido las

primeras aves de corral al pais (Garzon et al., 2010).

La evolucidn de la avicultura se daria en tres etapas mas o menos definidas, cada
una de ellas influenciada por los avances de la ciencia y la tecnologia. La primera etapa se
caracterizo por la crianza de pollos y gallinas en libertad (produccion a campo). El trabajo
se realizaba con aves criollas y en esta etapa su produccion era escasa (Garzon et al., 2010).
La comercializacion estaba organizada a través de acopios y consignaciones representadas
por personas u organizadas en cooperativas. EI grueso de los productos acopiados
convergia en el Mercado Concentrador de Aves y Huevos de la Capital Federal, en donde
se clasificaba y seleccionaba el huevo para consumo. En general los consumos no se
median, pero se estima que habia un consumo de menos de 80 huevos por persona/afio. Con
leve crecimiento y una progresiva organizacion en la produccion, esta estructura se

extiendid hasta el comienzo de los afios 60 del siglo pasado (Anonimo, 2007).

La segunda etapa comenzaria con la primera importacion de aves de raza, la cual se
caracterizd por mejoras importantes en los procesos productivos de las granjas, pasando la
crianza a realizarse en condiciones de semi-cautiverio (Garzon et al., 2010). Alrededor de

1960 se considera el nacimiento de la avicultura industrial en Argentina. Con las lineas de
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aves hibridas (Tompson, Arbor Acres, Cobb, Pilch, Ross, Hyline, Qeen, Shaver) llegaron
los planos para la construcciéon de los galpones vy las jaulas donde alojarlas (Andnimo,
2007). La alimentacion de las aves pasé a basarse en mezcla de granos (Garzon et al.,

2010).

La Gltima etapa corresponde a la actual, aunque no existe una fecha establecida de
su inicio. Entre 1976 y 1983, comienzé el proceso de integracién vertical. La tecnologia
cambio a nivel mundial llevada por la genética de las aves, de manera que los productos
(carne de pollo y huevos) se posicionaron como las proteinas animales de méas bajo precio
al pablico (Andénimo, 2007). Desde entonces, la avicultura se ha transformado en una
verdadera cadena de produccién avicola que abarca desde la materia prima (cereales) para
alimentar a las aves hasta el procesamiento del pollo o del huevo para ser ofrecido como

producto final al mercado interno y externo (Anonimo, 2007).

En este momento las granjas trabajan con animales hibridos de alta produccién de
carne y huevos. La alimentacion se basa en alimentos balanceados que satisfacen los
requerimientos organicos de las aves. De esta manera se logra obtener una mayor

produccion tanto en huevos como en carne de pollo (Garzon et al., 2010).

11.2. Huevo para consumo
11.3.1. Definicién y formacion
Se define al huevo como el 6vulo de la gallina (Gallus gallus) completamente

evolucionado, fecundado o no, con sus correspondientes reservas de sustancias nutritivas y

su revestimiento calcareo (RIPSyDOA, 1968). Por otra parte, se entiende por huevo fresco
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aquel que no ha sido sometido a ningun procedimiento de conservacién, con excepcion de
la climatizacion del ambiente por un lapso maximo de 30 d a una temperatura no mayor a
15 °C y una humedad relativa comprendida entre 70 y 90 %, libre de olores y sabores

extraiios (RIPSyDOA, 1968; CAA, 1994).

Las aves producen huevos para su reproduccion y para que ello acontezca deben ser
fecundados. Si esto no ocurre, la postura se realiza de igual manera y el hombre, en ambas
circunstancias, los aprovecha para su consumo. Los huevos de gallinas son los que mas se
consumen. Los mismos tienen un polo mas obtuso que el otro, pesan entre 50 a 70 g siendo

la cascara, en general blanca, amarilla 0 morena de superficie lisa (Mayer, 1986).

El ciclo de puesta completo dura de 26 a 28 h. La ovulacion suele efectuarse por la
mafiana, unos 30-60 min de la ovoposicion anterior. Los rayos rojos visibles de la luz solar
o0 eléctrica que inciden en el ojo, estimulan la secrecion de la hormona foliculoestimulante
(FSH) la cual juega un rol fundamental en la formacion del huevo. Esta hormona es
transportada por la sangre hasta el ovario. Cuando un évulo es estimulado por la hormona
FSH comienza a desarrollarse hasta alcanzar el saco que encierra a la yema en desarrollo;
luego este saco se rompe y se produce la ovulacién. Este 6vulo cae al infundibulo (Figura
1), donde tiene o no lugar la fecundacion. A continuacién la yema u 6vulo llega hasta el
magnum (por movimientos peristalticos) donde es rodeada por una espesa clara de huevo o
albumina. Luego continua su recorrido hasta el istmo en donde se afladen agua, algunas
sales y las llamadas membranas testdceas. Luego, el Ovulo con sus membranas es

desplazado hacia la parte inferior del oviducto, lo cual hace que la clara se refuerce en los
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extremos de la yema, formando las Ilamadas chalazas. En el Utero se forma la capa caliza
de la cascara y también se secreta clara fluida y sales que penetran por 6smosis a través de
las membranas de la cascara. El huevo completo pasa a través de la vagina, donde recibe
una capa de mucina lubricante (cuticula), luego llega a la cloaca y finalmente sale al

exterior (Torrent Mollevi, 1982; Mountney y Parkhurst, 2001).

o (® @®®

Yema Clara Membranasde  Céscara Cuticula
la cascara

Infundibulo Magnum Istmo Utero Vagina

~—
Organos reproductivos de la gallina

Figura 1. Representacion esquematica de los 6rganos reproductivos de la gallina y su

contribucion durante la formacion del huevo (De Buck, 2004).

11.2.2. Composicidn, estructura y propiedades

El huevo aporta la proteina de mejor calidad, grasas saludables y la mayoria de las
vitaminas (vitaminas A, D y del grupo B).y minerales (especialmente hierro, calcio, sodio,
potasio y fosforo). Un huevo mediano (50 g) aporta 75 calorias, 6 g de proteina y 5 g de
grasa, de las cuales solo la tercera parte contiene acidos grasos saturados y el resto son
acidos grasos insaturados (Sayar, 2009). Ademas, el contenido del huevo puede ser

manipulado a través de la dieta o de la inmunizacion para ciertos beneficios, actuando la
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gallina como un biorreactor para la produccién de sustancias de importancia médica

(Kovacs-Nolan et al., 2005).

En cuanto a su estructura, el huevo posee tres partes fundamentales (Figura 2):

» Céscara: (11,5 % del peso total del huevo): Es una estructura mineralizada
altamente especializada. La misma provee proteccion contra el dafio fisico y
contra microorganismos y pequefios predadores. Esta formada por carbonato
de calcio (94%), carbonato de magnesio (1%), fosfato de calcio (1%) y
materia organica (4%) (Mine et al., 2003; Tsai et al., 2005). La céscara
contiene entre 7.000 y 15.000 poros y esta separada de la albdimina por las
membranas de la cadscara. Una vez que el huevo es puesto, se enfria a
temperatura ambiente, el contenido se contrae y las membranas de la cascara
se separan formando la camara de aire. La membrana externa se pega a la
cascara mientras que la membrana interna se une a la albimina (Jacob et al.,
2008). La cascara cumple un importante papel en el intercambio gaseoso
entre el embrion en desarrollo y el medio externo (Hunton, 2005). En la
industria comercial del huevo, la cascara provee un perfecto envase para un
importante tipo de alimento, y al igual que cuando esta fecundado, evita la
contaminacion del contenido de manera que el huevo llegue al consumidor
libre de bacterias, virus y otros patdgenos (Hunton, 2005). La cuticula es
secretada inmediatamente antes de la postura y es la primera barrera de

defensa que poseen los huevos (Howard et al., 2011).
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» Clara: corresponde al 58,3% del peso total del huevo, donde los principales
constituyentes son agua (85 %) y proteinas (13 %). También contiene
vitaminas y minerales principalmente niacina, riboflavina, magnesio y
potasio, entre otros (Sayar, 2009). La clara se divide en cuatro capas: capa
delgada externa, clara gruesa externa, clara delgada interna y capa espesa
interna o chalazifera. Esta Ultima estd en contacto directo con la yema y
posee dos cuerdas blanquecinas llamadas chalazas (Mayer, 1986; Mountmy
y Parkhurst, 2001). Dentro de las proteinas se encuentran la ovoalbumina,
ovotransferrina, ovomucoide, ovomucina (responsable de la viscosidad de la
clara), lisozima, avidina, cistatina, ovoinhibidor y ovomacroglobulina
(ovostatina). Muchas de estas sustancias poseen efecto antimicrobiano
producido por lisis de la célula bacteriana, union a metales y vitaminas, entre
otros. También se han descripto propiedades antiadhesivas de bacterias,
antioxidantes, inmunomoduladora, anticancerigena, antihipertensiva,
inhibidora de proteasa y ligando bioespecifica (Tabla 1). Las proteinas
ovoalbimina, ovomucoide y ovotransferrina son de alto valor bioldgico
conteniendo los 9 aminoacidos esenciales para el organismo humano. Su
valor bioldgico es de 93,7% y es usada como proteina de referencia para
medir la calidad de las proteinas de otros alimentos (Kovacs-Nolan et al.,

2005).

» Yema: corresponde al 30,2% del peso total del huevo. Los principales

componentes son agua (48 %), proteinas (17,5 %), lipidos (32,5 %),
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minerales (2 %), y vitaminas. La yema consta de capas concentricas claras y
oscuras, incluidas dentro de la membrana vitelina, la latebra y el disco
germinal. Este ultimo es el punto donde empieza a desarrollarse el embrion
en los huevos fértiles y esta presente aun cuando el huevo no esté fertilizado.
La membrana vitelina mantiene la integridad de la yema. Las capas de yema
(clara y oscura) son bandas visibles de color blanco y amarillo resultantes de
la secrecion de diferentes cantidades de pigmentos durante la formacion de
la yema. La latebra mantiene el disco germinal flotando hacia arriba
(Mountney y Parkhurst, 2001). Los lipidos mayoritariamente estan presentes
como lipoproteinas y pueden ser separados en una fraccion granular y una
fraccion plasma. Los granulos contienen a- y B-lipovitelinas (lipoproteinas
de alta densidad), fosvitina y lipoproteinas de baja densidad. El plasma
puede ser dividido en la fraccion de lipoproteina de baja densidad y la
fraccion soluble en agua, que contiene livetinas. Estas Gltimas corresponden
a proteinas globulares, entre ellas la y-livetina, también conocida como
inmunoglobulina de yema de huevo (Ig Y) (Kovacs-Nolan et al., 2005). Se
han descripto diversas actividades bioldgicas de la yema del huevo, dentro
de ellas tenemos actividad antimicrobiana por union, inmovilizacion y
posterior inhibicion del crecimiento y replicacion de diversos patdgenos.
También se han descripto actividad antiadhesiva frente a patdgenos virales
(Rotavirus) y bacterianos (Salmonella y E. coli), propiedades antioxidantes

dada por la presencia de la fosfovitina. Los derivados generados por su
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hidrolisis triptica mejora la capacidad de union al calcio inhibiendo la
formacion de fosfato de calcio insoluble (Tabla 1). Los carotenoides son los
principales pigmentos de la yema, los cuales le confieren un color amarillo
caracteristico. Posee principalmente carotenos y xantofilas (luteina,
criptoxantina y zeaxantina). Ademas, la yema de huevo aporta importantes
nutrientes y los lipidos de la misma no resultan en un incremento del
colesterol plasmatico, indicando que puede ser utilizada con seguridad en la
dieta de los nifios (Applegate, 2000; Mine y Kovacs-Nolan, 2006; Anton,

2007).

Cuticula
Céscara

Membrana externa

Camara de aire =t
l:‘

Membrana interna ]'[ ] | A
Cl |l I ||"

ara M .. &

l‘..‘l //

Membrana vitelina

Yema

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura del huevo (Gantois et al., 2009).

Revision Bibliografica 17



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

Tabla 1. Componentes biol6gicamente activos presentes en el contenido de huevo de
gallina (Mine y Kovacs-Nolan, 2006).

Componentes biologicamente activos

Actividad biologica

Clara o Albumina Yema

Lisozima Inmunoglobulina de yema

Péptidos de ovoalblimina (1gY)

Antimicrobiana Ovotransferrina
Avidina Lipoproteinas
Péptidos derivados de ovomucina
Lisozima
Antiviral Ovotransferrina -

Péptidos derivados de ovomucina

Lipoproteinas de alta

Anti-adhesiva Glicopéptidos de Ovomucina densidad (HDL) y sus
péptidos
Ovoalbumina
Péptidos derivados de ovomucina
Inmunomoduladora Lisozima -
Ovotransferrina
Cistatina
. i Lisozima
Anticancerigena . -
Ovomucina
- . Péptidos de ovoalblimina
Antihipertensiva . -
Ovomucina
Antioxidante Péptidos de albimina Fosfovitina

11.2.3. Clasificacién y calidad del huevo

Para su comercializacion, en Argentina los huevos se clasifican por tamafio, peso,
color, forma y por la gravedad o severidad de las manchas, segun lo establecido por el CAA
(1994). De esta manera, los huevos frescos pueden clasificarse sanitariamente y de acuerdo

a su peso expresado en gramos por unidad o por docena.
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La clasificacion sanitaria de los huevos se realiza de acuerdo a que retnan las
siguientes condiciones comprobadas macroscopicamente o al ovoscopio o por otros medios
fisicos de acuerdo al CAA (1994):

» Calidad A: Es aquel que posee cascara naturalmente limpia, sana, fuerte y de
forma normal. La camara de aire de hasta 5 mm de profundidad, fija y sana.
La yema casi invisible de contorno difuso, céntrica, fija y de color uniforme.
Clara o albumina trasllcida de consistencia firme y de aspecto homogéneo.
Cicatricula o germen invisible y sin sangre.

» Calidad B: Es aquel que posee cascara naturalmente limpia, sana, fuerte y de
forma normal. La camara de aire de hasta 8 mm de profundidad, fija y sana.
La yema ligeramente visible de contorno ligeramente visible, céntrica, puede
ser algo movil y de color uniforme. Clara o albumina traslicida de
consistencia firme y de aspecto homogéneo. Cicatricula o germen
ligeramente visible y sin sangre.

» Calidad C: Es aquel que posee cascara ligeramente sucia (no mayor al 15 %
de su superficie), pudiendo no ser muy fuerte y su forma podra ser anormal.
La camara de aire de hasta 10 mm de profundidad, puede ser movil y debe
ser sana. La yema visible de contorno visible, ubicacion variable y su color
puede ser abigarrado. Clara o albimina trasltcida ligeramente fluida y de
aspecto homogéneo. Cicatricula o germen sin sangre puede hallarse

desarrollada hasta 8 mm.
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» Calidad D: Es aquel que posee cascara sucia, cascada sin perdida de
sustancia, débil y/o su forma anormal. La camara de aire de hasta 15 mm de
profundidad, puede ser movil y/o espumosa. La yema puede ser muy visible
de contorno visible, neto e irregular, movil y hallarse asentada sin estar
adherida y su color puede ser abigarrado. Clara o albdmina traslicida puede
ser muy fluida y de aspecto homogéneo. Cicatricula o germen puede hallarse
desarrollada hasta 10 mm y se admite un pequefio anillo de sangre.

Segun el peso que posean, los huevos se clasifican en diferentes grados de acuerdo a
la siguiente escala cuyos valores se toman como minimos segun el CAA (1994) y el
Decreto N° 4238/68 (An6nimo, 1968):

» Grado 1S o “extra grande”: > 62 g por unidad y 744 g por docena.

» Grado 1 o “grande”: entre 54 y 61 g por unidad y 648 g por docena.

» Grado 2 o “mediano”: entre 48 y 53 g por unidad y 576 g por docena.

» Grado 3 o “chico”: entre 42 y 47 g por unidad y 504 g por docena.

La calidad ha sido definida por Kramer en 1951 como las propiedades que los
alimentos poseen y que tienen influencia en la aceptacién o rechazo del mismo por el
consumidor (Coutts y Wilson, 2007). Hoy en dia, los consumidores tomaron conciencia
acerca de los alimentos saludables y cambi6 la percepcion publica del “huevo sano”, desde
la limpieza de la céscara, propiedades fisicas como asi también su inocuidad microbiana
(De Reu et al., 2006). Otros consumidores definen calidad de huevo en términos fisicos y

visibles (por ejemplo tamafio de la camara de aire, color de la yema, peso de la albimina,
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etc), mientras que otros consumidores expresan su preocupacion acerca de la carga
microbiana (Jones et al., 2002).

El monitoreo de la calidad del huevo es una caracteristica importante en términos de
produccidn, y estuvo dedicado especialmente a la calidad de la cascara debido a que cuando
éstas presentan fisuras producen pérdida en los productores de huevo (Zita et al., 2009). Sin
embargo, la calidad del huevo incluye otras caracteristicas como el espesor y el peso de la
cascara, la gravedad especifica del huevo, la textura y el color, entre otras (Sabri et al.,
1999). Otro factor a tener en cuenta es la genética de la gallina ponedora, ya que afecta
principalmente al peso del huevo y a las caracteristicas de la cascara (Zita et al., 2009).

La calidad de huevo en términos generales se refiere a varios parametros los cuales
definen la calidad interna y externa del huevo. La calidad externa esta enfocada en:
limpieza de la cascara, textura y forma de la cascara, peso de la cascara, etc., mientras que
la calidad interna hace referencia a la clara (limpieza y viscosidad), tamafio de la cAmara de
aire, forma y firmeza de la yema, etc. (Coutts y Wilson, 2007).

Respecto al tamafio del huevo de gallina, en general posee un peso promedio entre
60-61 g en todo el mundo. Sin embargo, hay preferencias regionales que pueden influenciar
fuertemente en la eleccion de una determinada linea genética de gallina que produzca
huevos que sean mas grandes o mas pequefios que el promedio mundial (Arthur vy
O’Sullivan, 2005). En cuanto al peso del huevo de consumo (PHC), es una caracteristica
importante que influye tanto en su calidad como en su clasificacion (Sekeroglu y Altuntas,

2009). Es un parametro que puede ser determinado sin romper el huevo, mientras que la
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informacidn de los demas parametros de calidad (peso de cascara, espesor de cascara, peso
de yema y albdmina) son determinados luego de su ruptura (Khurshid et al., 2003).

La cascara del huevo intacta y limpia es importante para asegurar los requerimientos
del consumidor y una dieta saludable, y ademas podria tener un impacto econémico
significativo en la industria (Yang et al., 2008). Otra caracteristica importante en la calidad
de huevo de consumo es el color de la cascara, la cual esta determinada principalmente por
la genética de la gallina ponedora. Las gallinas con plumaje blanco ponen huevos con
cascara blancas (CB) mientras que gallinas con plumaje marrén ponen huevos de cascara
marron (CM) (Jacob et al., 2008). La razas de gallinas ponedoras principalmente utilizadas
en nuestro pais son Hy-Line, Lohmann y H&N (Aho y Wright, 2010).

En el caso de huevos de CM, el color de la cascara es una caracteristica relevante
para la percepcion del consumidor. En general, un huevo con CM homogéneo es mas
requerido sobre aquellos con cascaras irregulares o palidas. Esto hace que el color de la
misma sea un parametro de calidad importante (Wei y Bitgood, 1990). Los huevos de CM
son percibidos por el consumidor como mas naturales y saludables que los de CB (Scott y
Silversides, 2000).

Beardsworth y Hernandez (2004) indicaron que el color es un aspecto clave en la
calidad de los alimentos que no debe subestimarse, ya que estudios recientes realizados en
los paises de Europa confirmaron que el color de la yema (CoY) es uno de los principales
parametros de calidad juzgado por el consumidor. Este esta determinado principalmente por
el contenido y perfil de pigmentos carotenoides presentes en el alimento que consumen las

gallinas, los cuales provienen fundamentalmente de materias primas como el maiz.
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Existen factores que pueden afectar la calidad interna del huevo. Kirunda y Mc Kee
(2000) informaron que durante el almacenamiento, la calidad disminuye con el tiempo, y
estd fuertemente influenciada por la temperatura y humedad de almacenamiento asi como
por la manipulacion de los huevos. Ademas, estos autores encontraron que cuando
disminuye la resistencia de la membrana vitelina, se incrementa el valor de pH tanto de la

yema como de la clara.

11.3. Salmonella y salud publica

La salmonelosis es una zoonosis de distribucién mundial. Epidemiologicamente, las
infecciones por Salmonella pueden causar pequefios brotes en la poblacion en general, sin
embargo el 60 — 80 % de los casos son esporadicos. A veces se producen grandes brotes en
hospitales, jardines maternales, geriatricos, restaurantes, etc. (Caffer y Terragno, 2008).

Salmonella se detecta en productos avicolas, aunque también se han descripto brotes
de salmonelosis causados por el consumo de productos de la pesca, leche, ensaladas, etc. El
agua es uno de los vehiculos de transmision de este patdgeno como asi también las
personas que trabajan en el procesado y servicio de alimentos (Yousef y Carlstrom, 2006).

Se sabe que los productos de origen avicola, tales como huevos, carne entera o
picada de pollo y carne entera o picada de pavo, son una fuente importante de
contaminacion por Salmonella en humanos (USDA, 2008).

Desde 1985 a 1999, en el 80 % de los casos de infecciones esporadicas producidas
por SE informado por el CDC, los huevos o alimentos que contenian huevos fueron
confirmados como el vehiculo de infeccion (Patrick et al., 2004). Por su parte, en la Union

Europea, SE fue identificada en el 62,5 % y ST en el 12,9 % de los casos de infeccion en
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humanos. Con menos del 2 % de los casos, se identificaron otros serovares como ser Sl,
SV, SN, SH, SSt, SD, SA 'y SK (Gantois et al., 2009).

Por su parte el CDC, identifico a SE, ST, SN, SJ, SHe, SSt, SM, SMo y SI como las
serovariedades mas comunmente aislados en infecciones de humanos producidas por
Salmonella en los Estados Unidos. Estas serovariedades combinadas representan la mayoria
(75,2 %) de las infecciones humanas transmitidas por alimentos (ETAS) segun
notificaciones de la Red de Vigilancia Activa en el 2010 (Food Safety and Inspection
Service, 2011).

La infeccion por este microorganismo, a pesar de no ser una enfermedad de
notificacién obligatoria en Argentina, constituye una de las principales causas de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) en el pais y es uno de los patégenos
mas frecuentemente aislados en infecciones de transmision alimentaria. En los dltimos 20
afios, la serovariedad mas frecuente en infecciones humanas fue ST quién desplaz6 a SE del
primer lugar en aislamientos de origen humano (Caffer et al., 2010).

Dado al uso generalizado del huevo no s6lo como fuente nutritiva, sino como
ingrediente esencial en la industria alimenticia por sus propiedades funcionales (capacidad
de emulsificar, formar espuma y contribuir con el color y sabor) la inocuidad de este

alimento es muy importante (Howard et al., 2011).

11.4. Salmonella en la produccién avicola y huevo para consumo

En el sector avicola, tras la introduccion en la década de 1960 del método intensivo
de explotacion de las aves, los casos de salmonelosis aviar estuvieron causados por SP y

SG, causantes de la pullorosis y tifosis aviar, respectivamente. Ambas causaban, y ain hoy
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causan una alta tasa de mortalidad entre los animales afectados. La disminucion de estos
dos biovares mediante vacunacion, supuso la aparicién a partir de la década de 1980 de una
nueva infeccion que se inicio principalmente en manadas de reproductoras de la linea de
produccidn de carne, causada por SE, que luego fue aislada de reproductoras de la linea de
produccién de huevo (Sandoval et al., 1989; Sandoval y Terzolo, 1989).

La Comision Europea considera dentro de su legislacion el control de SE, ST, SH'y
SV en ponedoras comerciales (Williams, 2008). Chousalkar et al. (2010) hacen referencia a
la avicultura de Australia, la cual es considerada libre de SE. Sin embargo, se informaron
casos de S, siendo la serovariedad mas frecuente en la industria del huevo en ese pais.

Con respecto a huevos, en Gran Bretafia se analizaron 4.753 muestras de pool de 6
huevos comercializados en diferentes comercios encontrandose un 0,34 % de prevalencia
de Salmonella. Todas las cepas (10) fueron aisladas de céscara, siendo 7 de ellas
pertenecientes a SE (Food Standards Agency, 2004). Por otro lado, el Sistema de Alerta
Répido para los Alimentos de la Union Europea inform6 a Salmonella y sus subespecies
como las bacterias méas prevalentes (57%) en las notificaciones entre Julio de 2003 a Junio
de 2007 y SE estuvo presente en las 2/3 partes de los 27 informes sobre contaminaciones
microbianas en productos de huevo (Kleter et al., 2009).

Martinez et al. (2005) realizaron un estudio en huevo de consumo en la ciudad de
México, analizando 400 huevos limpios y sin fisuras comprados en mercados de diferentes
zonas de la ciudad de México. Estos autores aislaron una sola serovariedad en yema de
huevo la cual correspondi6 a SE, aunque encontraron 11 géneros bacterianos contaminantes

que podrian llegar a representar un riesgo en la salud publica.
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En Argentina solo existen algunas investigaciones sobre la contaminacion de
Salmonella en huevos y sus empaques. Viora et al. (1993) encontraron Salmonella en el 50
% de los empaques analizados, siendo SE el serovar presente en todos los aislamientos. De
Franceschi y Barrios (1999) analizaron 7.760 huevos provenientes de granjas de la
provincia de Buenos Aires, los cuales fueron negativos para este microorganismo vy
demostraron que huevos de menos de 4 dias de puestos serian poco sensibles a la
penetracion de este patdgeno. Ademas, indicaron que la clara del huevo impediria la
multiplicacién de Salmonella, actuando como bactericida hasta los 7 dias y como
bacteriostatico hasta los 15 dias de postura, no siendo la lisozima la responsable de este
efecto.

En otro estudio realizado en Argentina por Amer et al. (1999) fueron analizadas 220
cascaras de huevos frescos de gallina, 44 muestras de contenido del huevo y 24 muestras de
comidas elaboradas con mayonesa casera. En todas las muestras analizadas no aislaron
bacterias pertenecientes al género Salmonella.

La contaminacién bacteriana de los huevos frescos puede darse por contaminacion
vertical o contaminacion horizontal (Figura 3) (Gast, 2003; Gantois et al. 2009; Howard et
al. 2011). La contaminacién horizontal puede deberse a la penetracién del microorganismo
a través de la cascara desde el intestino de las aves infectadas o por materia fecal
contaminada durante o después de la ovoposicion (Gantois et al., 2009). Luego de la
postura los huevos estdn expuestos a una gran variedad de areas contaminadas, y el alto
nivel de materia organica himeda puede permitir la supervivencia y desarrollo de

Salmonella por proveer proteccién, asi como también una fuente de nutrientes necesarios
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para su desarrollo (Howard et al.,, 2011). Sin embargo, Salmonella también puede
permanecer en ausencia de contaminacion, principalmente a bajas temperaturas y humedad
relativa (Messens et al., 2005).

La contaminacién vertical ocurre por contaminacion directa de la yema, clara,
membranas de la cascara o cascara antes de la ovoposicion, debido a la infeccion presente
en los drganos reproductivos de la gallina (Gantois et al., 2009). Existen discordancias
entre autores con respecto a qué via de contaminacion de huevos es la mas frecuente.
Barrow y Lovell (1991) afirman que la transmision horizontal es la forma mas importante
de contaminacion de huevos, mientras que Guard-Pitter (2001) afirma que lo es la
transmision vertical.

Diferentes géneros y especies de bacterias poseen diferentes capacidades para
penetrar la cascara del huevo y de esa manera contaminar el contenido del mismo (Howard
et al.,, 2011). De Reu et al. (2006) compararon la capacidad de 7 especies bacterianas
aisladas del contenido de huevos y encontraron que Pseudomonas sp., SE y Alcaligenes sp.
poseian un gran potencial para penetrar la cascara.

Humprhey et al. (1991) en su estudio con aves contaminadas naturalmente,
observaron que numerosas serovariedades de Salmonella como SE, ST y SH fueron
aisladas desde céscara de huevo, aunque s6lo SE fue aislada desde el contenido del mismo,
y solamente un huevo fue positivo en ambos sitios, sugiriendo que es mas probable que
ocurra la contaminacion interna durante su formacion que por penetracion a través de la

cascara. Howard et al. (2011) reportaron que ST es capaz de sobrevivir dentro del huevo y

Revision Bibliografica 27



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

presentar un crecimiento neto durante 8 semanas de almacenamiento bajo ciertas

condiciones de refrigeracion.
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Figura 3. Patogénesis de contaminacién del huevo por Salmonella spp. A- Ingreso de Salmonella
por via oral. B- Penetracion de Salmonella a través de la céscara y sus membranas. C-
Contaminacion directa de la yema, clara, c&scara y sus membranas. D-Supervivencia y crecimiento

de Salmonella dentro del huevo (Gantois et al., 2009).

Gast et al. (2005) indicaron que el ovario a menudo es colonizado por SE mas que
el oviducto. En este caso SE podria ser capaz de interactuar con las células del foliculo
antes de la ovulacion, aunque también se observé su unién a las células de la granulosa

(Howard et al., 2011).
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Gantois et al. (2008) encontraron que SE aparentemente posee ciertas caracteristicas
que otras serovariedades no poseen, ya que colonizaria el ovario y los foliculos mucho mas
rapido, con la excepcién de ST que también seria capaz de colonizar el ovario. La
contaminacion de la vagina, el istmo o el magnum podria llevar a la incorporacion de
Salmonella dentro de la cascara, las membranas o la clara (Howard et al., 2011). Estudios
experimentales realizados por Gast y Holt (2001) sugieren que Salmonella es mas probable
que se deposite sobre la membrana vitelina que dentro de la yema durante la colonizacién
en el ovario.

Gantois et al. (2008) demostraron que SE, ST y SHe fueron capaces de sobrevivir
en el medio ambiente hostil de la clara por 24 h, mientras que SV y SH fueron mas
susceptibles. Esto podria explicar la razén por la cual SV y SH no estarian asociadas con
huevos. Por otra parte, numerosos estudios mostraron que el crecimiento de SE en la clara a
temperatura ambiente indicaria que esta serovariedad posee caracteristicas intrinsecas para
contrarrestar el ataque de los componentes antibacterianos presentes en la clara (Gantois et
al., 2009).

Cogan et al. (2001) inocularon SE en la clara de huevos enteros y observaron un
crecimiento mas rapido que en la clara sola. Ademas detectaron un gran nimero de SE en
la yema, demostrando que habia una migracion hacia la misma. Se cree que las bacterias
gue son depositadas en la clara, son capaces de migrar, penetrar a través de la membrana
vitelina en huevos post-postura alcanzando la yema y adquirir los nutrientes necesarios para

su crecimiento y supervivencia en huevos que han sido almacenados a temperatura
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ambiente. Esto se deberia al envejecimiento de la membrana vitelina durante el
almacenamiento lo cual genera fuga de nutrientes hacia la aloimina (Gantois et al., 2009).

La presencia de flagelos es un componente necesario para la migracion hacia la
membrana vitelina en huevos enteros (Gantois et al., 2009). En las cepas no moviles, como
SG y SP, se observo que no fueron capaces de crecer en el contenido del huevo, indicando
que la motilidad es un factor importante para poder migrar hacia la fuente de nutrientes
(Cogan et al., 2004). De todas maneras, la presencia del flagelo es importante pero no
imprescindible, ya que estos dos biovares también pueden contaminar el huevo por
transmision vertical.

Messens et al. (2004) observaron que a 20 °C, después de la inoculacién con 39
UFC/ml de cepas de Salmonella en la clara, SE y serovariedades no-SE fueron capaces de
crecer hasta mas de 10° UFC/ml. En estudios posteriores SE mostré un crecimiento mas
lento en la clara a 20 °C y 30 °C, mientras que la mayoria de las otras serovariedades no
crecieron, solo sobrevivieron en la clara (Gantois et al., 2009). Por otra parte, ST mostro
una baja frecuencia en la invasion a la yema (Gantois et al., 2008), lo que contrasta con los
hallazgos de Cogan et al. (2004) quienes informaron un gran crecimiento de esta
serovariedad en la yema. Debido a la gran variabilidad entre experimentos, la asociacion
epidemioldgica con SE en huevos se asume que no es causada por una estrategia especifica
de multiplicacion de esta serovariedad en los huevos post-postura, porque la mayoria de las
serovariedades de Salmonella son capaces de multiplicarse en el huevo (Gantois et al.,

2009).
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11.5. Género Salmonella

Daniel E. Salmon (1850-1914) informé el primer aislamiento de Salmonella en
cerdos en 1885 y llamé al organismo como Bacterium choleraesuis, hoy conocida como
Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Choleraesuis (Bhunia, 2008). Este
aislamiento fue realizado junto a su colaborador Theobald Smith (1859-1934) quien trabajo
en el USDA. Sin embargo, existe evidencia epidemioldgica previa a la identificacion de
este agente, al cual se lo habia asociado al consumo de agua y leche productores de fiebre
tifoidea (Mglbac et al., 2006).

El género Salmonella causa la salmonelosis, enfermedad de distribucion mundial
que afecta a humanos y animales de sangre caliente y fria presentando una variacion en la
morbilidad y mortalidad segun la especie y hlesped intervinientes. Posee una distribucion
ubicua y habita el tracto intestinal de animales vertebrados e invertebrados, y su excrecion
da como resultado la contaminacion del agua, alimentos y medio ambiente (Tunes y Vigo,
2007).

Aunque en la salmonelosis esta implicada una gran lista de alimentos, la mayoria de
los casos son consecuencia del consumo de carne de mamiferos, carne de aves, alimentos
marinos, ovoproductos y leche en polvo entre otros. Debido a la gran contaminacion
ambiental, algunos productos alimenticios estan contaminados con Salmonella de forma
accidental y pueden ser consumidos causando salmonelosis. Entre éstos se encuentran los
cereales, la harina de soja, el cacao, el chocolate, el coco y la pimienta entre otros. Los
bebés, nifios menores de 5 afios, ancianos y personas inmunodeprimidas son los individuos

mas expuestos (Mossel et al., 2002).
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Este género bacteriano pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que esta formada
por 41 géneros y mas de 100 especies. Las propiedades que definen a esta familia pueden
ponerse en evidencia para afirmar que la cepa es una enterobacteria mediante la
identificacion bioquimica, estudiando el metabolismo proteico (presencia de ureasa,
produccién de indol, degradacién de triptéfano), el metabolismo glucidico (fermentacion de
glucosa, lactosa, sacarosa, etc), la utilizacion del citrato como unica fuente de carbono, la
presencia de enzimas descarboxilasas y desaminasas, la produccién de hidrogeno sulfurado,
entre las caracteristicas mas importantes (Tobias y Pantozzi, 2007).

Los miembros del género Salmonella son bacilos Gram negatios, de 0,7 a 1,5 um de
ancho y 2 a5 um de largo, moviles por flagelos peritricos, a excepcion de SP y SG que son
inmoviles (Tunes y Vigo, 2007). Las colonias presuntivas de Salmonella spp. en los medios
de aislamiento utilizados se confirman mediante pruebas bioquimicas: desarrollo en agar
hierro-tres-azucares (TSI), utilizacion de urea de Christensen, determinacién de lisina y
ornitina decarboxilasa y de arginina dehidrolasa, prueba de la beta-galactosidasa (ONPG),
prueba del rojo de metilo, reaccién de Voges-Proskauer, prueba de fermentacion de la
dulcita y utilizacién del malonato (Terragno et al., 2008).

Este grupo bacteriano son microorganismos quimioorganotréficos con capacidad
para utilizar una gran variedad de sustratos organicos y metabolizar nutrientes por via
respiratoria y fermentativa. Son oxidasa negativa y catalasa positiva. Generalmente
producen sulfuro de hidrégeno, descarboxilan lisina y ornitina y no hidrolizan urea.
Aislamientos tipicos de Salmonella spp. pueden producir &cido y gas a partir de glucosa en

TSI y podrian no utilizar la lactosa o sacarosa en el mismo medio o medios selectivos
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agarizados, tales como agar verde brillante (VB), agar xilosa lisina desoxicolato (XLD) y

agar entérico Hektoen (H) (Montville y Mathews, 2008).

11.5.1. Clasificacion taxonémica

Salmonella ha sido agrupada en base a sus antigenos somaticos (AgO), flagelar
(AgH) y capsular (AgVi). Existen mas de 2.400 serovariedades (Tabla 2) las cuales se
encuentran agrupadas en tres especies: Salmonella enterica (contiene 2.443
serovariedades), Salmonella bongori (contiene 20 serovariedades) (Bhunia, 2008;
Montville y Mattews, 2008) y Salmonella subterranea (Shelobolina et al. 2004). Esta Gltima
fue aislada de sedimentos de subsuelo, que mediante andlisis de secuencia del ADNr 16S
indico un porcentaje del 96% de identidad con Salmonella bongori y Enterobacter cloacae
y mediante andlisis fisiologicos y filogenéticos sugirieron que este aislamiento pertenece al
género Salmonella y representa una nueva especie.

Otro sistema de tipificacién de Salmonella ha sido basado en su susceptibilidad a
bacteriéfagos (fagotipificacion). Mas de 200 fagotipos diferentes (DT) han sido
informados. Estos incluyen fagotipo PT 1, 4, 8, DT 104, 108, etc. Otra forma de
clasificarlos se basa en la resistencia a antibidticos (Bhunia, 2008) y a técnicas de
hibridizacion del ADN de la bacteria (Terragno et al., 2008).

La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y de los animales de sangre
caliente pertenecen a la subespecie enterica (subespecie 1) y llevan un nombre por lo
general relacionado con el lugar geografico donde se aislaron por primera vez. Las

serovariedades pertenecientes a las subespecies restantes y a Salmonella bongori son de
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baja incidencia en enfermedades humanas o animales y se designan con el nombre de la
subespecie seguido de su férmula antigénica (Terragno et al., 2008).
Desde el punto de vista epidemioldgico las cepas del género Salmonella pueden
clasificarse en 3 grupos (Terragno et al., 2008):
» Las que afectan tanto al hombre como a los animales (la mayoria de las
serovariedades responsables de las salmonelosis).
» Las que afectan sélo al hombre (Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi Ay C).
» Las que estan adaptadas a especies animales (S. Abortusovis, S. Abortusequi, SG,
SP).
Tabla 2. Numero de serovariedades, especies y subespecies del género Salmonella

(Shelobolina et al., 2004; Grimont y Weill, 2007).

Especies de Salmonella Subespecies de Salmonella N° de serovariedades
enterica (1) 1.454
salamae (1) 489
arizonae (111a) 94
Salmonella enterica
diarizonae (I11b) 324
houtenae (V) 70
indica (V1) 12
Salmonella bongori (V) - 20
Salmonella subterranea - 1
TOTAL 2.464

Revision Bibliografica 34



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

11.5.2. Estructura antigénica

La base de la serotipificacion para todas las enterobacterias es similar, ya que se
pone en evidencia la presencia de los diferentes antigenos (Terragno et al., 2008).

» Antigeno somatico O (AgO, de pared celular): es un polisacérido,
termoestable, tipo-especifico, presentes en todas las especies y formado por
cadenas laterales de polisacaridos del lipopolisacarido de envoltura (LPS).
La cadena de polisacérido del AgO es un polimero de unidades repetidas de
oligosacéridos (de 3 a 5 azUcares) lineales o ramificados. La naturaleza de
los grupos terminales y el orden en que se encuentran las unidades repetidas
de la cadena, determina la especificidad antigénica somaética de la bacteria.
Esta estructura es la que difiere entre las serovariedades. A su vez, los Ags O
se dividen en factores mayores (los que identifican el grupo antigénico) y
factores menores. Estos ultimos pueden ser de dos tipos: a) los que tienen
poco o0 ningun valor discriminativo porque siempre estan asociados a otro
factor (ej. O12, siempre esta asociado a los factores 02, O4 y 09) y b) los
que surgen como consecuencia de una modificacion quimica de los Ags O
mayores (Terragno et al., 2008; Tunes y Vigo, 2007).

» Antigeno flagelar H (AgH): es un Ag proteico que posee dos fases
diferenciables por medio de aglutinacion en tubos. El flagelo es una
estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un segmento de union
(“hook™) y un filamento. Este ultimo esta constituido por flagelina, proteina

de alto peso molecular y es el que se usa en la serotipificacion por su alta
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especificidad. En Salmonella se han encontrado mas de 60 especificidades
antigénicas flagelares. Las diferencias antigénicas surgen debido a
variaciones en la estructura primaria (contenido en aminoacidos y orden de
ubicacion) de las distintas moléculas de la flagelina. Estos antigenos son
sensibles al calor (Terragno et al., 2008; Tunes y Vigo, 2007).

» Antigeno capsular Vi (AgVi): El antigeno capsular es un polisacarido,
constituido por é&cido N-acetilglucosaminourénico. Entre los antigenos
capsulares de las Enterobacterias, el Vi es el mas importante en el género
Salmonella. Se encuentra solo en tres serovariedades: S. Typhi, S. Paratyphi
C y en algunas cepas de S. Dublin. Es termolabil y le confiere a la bacteria

resistencia a la fagocitosis (Terragno et al., 2008; Tunes y Vigo, 2007).

11.5.3. Patogenicidad

La infeccion por Salmonella depende de la capacidad de la bacteria de colonizar
(adhesion) e ingresar (invasion) a las células intestinales, de replicar en el interior de las
células y de resistir la digestion de los fagocitos, lo que facilita su difusion en el organismo
(Montville y Mathews, 2008).

Los genes de virulencia se encuentran localizados en 12 islas de patogenicidad (SPI,
por sus siglas en inglés), algunas de ellas localizadas cerca de los genes del ARNt (Acido
ribonucleico de transferencia). Se cree que algunas SPIs son adquiridas por transferencia
horizontal, mientras que otros genes son altamente conservados. Los genes de virulencia
implicados en la fase intestinal de la infeccion estan localizados en las SP1 1 y SPI 2; los

restantes son necesarios para producir la infeccion sistémica, supervivencia intracelular,
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expresion de las fimbrias, resistencia a antibiéticos y absorcién de hierro e iones Mg**
(Bhunia, 2008).

La SPI 1 es un segmento que fue adquirido por transferencia horizontal de genes
durante la evolucidn y contiene 31 genes (responsables para la invasion de células no
fagociticas) y el componente de secrecion tipo Il (TTSS, por sus siglas en inglés)
designado como el aparato de secrecion Inv/Spa-Type I1l. Algunos de los genes implicados
son: invA, invB, invF, invG, hilA, sipa, sipC, sipD, spar, orgA, sopB y sopE (Bhunia,
2008). Los genes presentes en las SPIs son blancos moleculares utilizados para la deteccion
de Salmonella en alimentos mediante técnicas de biologia molecular (Montville y Mathews,

2008).

11.5.4. Diagnostico

Se debe destacar que existen muchos procedimientos distintos para el aislamiento de
Salmonella. EI método ideal debe tener una alta sensibilidad y especificidad, y ser al mismo
tiempo simple, rdpido y econdémico. Ningin método cumple con todos los criterios y
ninguno es 6ptimo para todas las condiciones. Por lo tanto, es aconsejable consultar la
literatura antes de elegir un método para un determinado propoésito y es recomendable la
comparacion frecuente de los métodos de cada laboratorio con los nuevos métodos que
surjan (Caffer y Terragno, 2008).

El analisis de este microorganismo se basa en determinar su presencia 0 ausencia,
utilizandose, por regla general, los métodos de deteccion mas que los recuentos en placas.
Esto se debe a dos cuestiones basicas: por un lado, estos microorganismos suelen estar en

bajo numero y acompariados por una flora variada y numerosa que dificulta su aislamiento
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y, por otra, la sola presencia de este microorganismo en una muestra representa un

problema sanitario o de salud puablica. Asi, la deteccion se basa en las propiedades de
cultivo, bioquimica y serologica de este microorganismo (Yousef y Carlstrom, 2006).
Los métodos de deteccion pueden ser variados, dentro de los cuales tenemos:

» Aislamiento: La deteccion de este microorganismo en muestras

donde las células estan estresadas debido a un dafio fisico o quimico

0 muestras de alimentos, materia fecal y 6rganos de animales sin

sintomas de enfermedad, requiere seguir el siguiente procedimiento:

a) pre-enriquecimiento no selectivo (provee nutrientes para la

multiplicacién de Salmonella y otros microorganismos de la flora

acompariante, repara la célula dafiada, rehidrata y diluye sustancias

inhibidoras o toxicas), b) enriquecimiento selectivo (permite el

crecimiento de Salmonella inhibiendo la flora acompafiante. Se les

puede adicionar inhibidores como antibi6ticos por ejemplo

novobiocina), c) Siembra en medios agarizados selectivos y

diferenciales, d) caracterizacion bioguimica y e) confirmacién

serologica. Todo el procedimiento requiere de 5 a 7 dias para

completarse (Herrera, 2001; Bell y Kyriakides, 2002; Riemann y

Cliver, 2006; Bhunia, 2008). Los medios utilizados en este

procedimiento se detallan en la Tabla 3. En muestras de animales o

humanos con sintomas, donde el nimero de células viables en la

muestra es elevado y donde el tiempo es un factor critico, podria
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realizarse una siembra directa en medios agarizados selectivos y
diferenciales (Riemann y Cliver, 2006). Diferentes procedimientos
que utilizan diferentes combinaciones de pre-enriquecimiento,
enriquecimiento selectivo y medios agarizados de aislamientos se
encuentran disponibles por wuna serie de organismos de
establecimientos de normas (Herrera, 2001; Riemann y Cliver, 2006)
tales como la norma ISO (International Organization of
Standardization), AOAC/FDA (Asociation of Official Analytical
Chemists/Food and Drug Administration/Bacteriological Analytical
Manual), APHA (American Public Health Association), NMKL
(Nordic Committee on Food Analysis), IDF (International Diary

Federation), BSI (British Standards) etc.
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La serotipificacion es probablemente el mejor sistema de tipificacion
fenotipica bacteriana. Tiene un alto poder discriminatorio y provee
informacidn con significado epidemiologico, desde el punto de vista
de la vigilancia basada en el laboratorio. La disponibilidad y el costo
de antisueros de alta calidad es un problema en algunos paises y
regiones (Terragno et al., 2008). Este procedimiento es util para
determinar la formula antigénica completa de aislamientos
individuales de Salmonella spp. (Montville y Mathews, 2008). La
serotipificacion basado en los antigenos AgO, AgH y AgVi de
acuerdo al esquema de Kauffmann-White, permite determinar mas de
2.400 serovariedades reconocidas por el WHO Collaborating Centre
for Salmonella Serotyping (Popoff, 2001). EI AgO va seguido de
nameros arabigos separados por comas, por ej. ST 0:1,4,5,12; SE
0:1,9,12. Con respecto al AgH, unas pocas serovariedades de
Salmonella poseen una sola fase flagelar; esas cepas se llaman
monofasicas, SE (9,12:g,m:-), Salmonella Typhi (9,12 [VI]:d:-). En
el ejemplo la unica fase flagelar esta dada por los factores g,m y d,
respectivamente y el signo (-) indica ausencia de la segunda fase
flagelar. Sin embargo, la gran mayoria de las serovariedades tienen
dos fases flagelares o sea son cepas difasicas; por ej., ST
(1,45,12:1:1,2) y SH (6,8:z10:e,n,X), que expresan la fase 1

constituida en los ejemplos por los antigenos: i 6 zyo y la fase 2 por
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los antigenos: 1,2 y e,n,x respectivamente (Montville y Mathews,
2008; Caffer y Terragno, 2008).

De acuerdo a esto, las especies y subespecies se designan con letra italica, no asi las
serovariedades. La primera letra de la designacion de serovariedad va en mayuscula. Una
nomenclatura internacional ha sido aceptada para Salmonella en base a las
recomendaciones de la WHO Collaborating Centre. ElI uso solo del género y la
serovariedad ha sido aceptado (Brenner et al., 2000).

» Meétodos rapidos: en esta metodologia, también se necesita enriquecer las
muestras. Estas técnicas permiten ahorrar tiempo cuando se aplican en la
investigacion de un gran ndmero de muestras para excluir las que son
negativas a Salmonella. Los resultados positivos de estos analisis necesitan
una confirmacion posterior por métodos convencionales. Las técnicas
rapidas consisten en métodos moleculares e inmunolédgicos (Yousef y
Carlstrom, 2006). Dentro de estos métodos tenemos: ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), separacion inmunomagnética,
aglutinacion en placa, inmunocromatografia, técnicas moleculares como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fingerprinting, RT-PCR, etc.
(Bell y Kyriakides, 2002).

El desarrollo de estos Gltimos métodos ha reducido el tiempo de deteccién a 18-24
h, pero ninguno de estos métodos puede detectar Salmonella spp. en un producto

alimenticio al instante, por lo que esto sigue siendo un objetivo muy deseado. El obstaculo
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fundamental en estos métodos es el nimero de microorganismos necesarios, los cuales
deben estar en un rango entre 10* 0 10° para poder ser detectados (Riemann y Cliver, 2006).

El genoma de Salmonella consiste en una variedad de elementos genéticos moviles
que pueden jugar un rol en la evolucion de este patdgeno. Muchos determinantes de
virulencia de este microorganismo residen en profagos, integrones, islas de patogenicidad y
plasmidos y la evolucion de Salmonella en bacteria patdégena responde a la adquisicién de
estos elementos que contribuyen a la capacidad de virulencia de este organismo (Kelly et
al., 2009).

La tecnologia de la PCR representa un procedimiento rapido con alta sensibilidad y
especificidad para detectar Salmonella en una gran variedad de alimentos. Numerosos
ensayos de PCR fueron disefiados para varios genes de esta bacteria, tales como el ARNr
16S, agfA y plasmidos asociados a la virulencia de este microorganismo. El gen invA es el
méas usado en una gran variedad de alimentos ya que es especifico para el género
Salmonella (Chiu y Ou, 1996; Loongyai et al., 2010).

El gen invA forma parte de la isla de patogenicidad I (IPS-1) y codifica una proteina
(InvA) que forma parte del sistema de secrecion tipo Il involucrado en la interaccion
inicial e invasion de células epiteliales intestinales (Malorny et al., 2003 a).

Existen numerosos trabajos reportando la amplificacion de genes especificos para la
identificacion rapida de Salmonella spp. Rahn et al. (1992) usaron primers seleccionados
desde la secuencia del gen invA de Salmonella. Estos autores evaluaron 630 cepas, de las
cuales 4 cepas de dos serovariedades de la subespecie | fueron falsos negativos. Galan y

Curtis (1991) observaron que miembros de la subespecie Il son deficientes en el operén
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invVABC, necesario para la invasion en las células del epitelio intestinal, y no se sabe si esta
deficiencia influye en la deteccion de esta subespecie por PCR.

Los avances en la tecnologia de biologia molecular, particularmente de PCR
permitieron una identificacion confiable del microorganismo y su vigilancia. Esta técnica se
ha vuelto una herramienta para la investigacion de enfermedades transmitidas por alimentos

e identificacion del agente etioldgico responsable (Riyaz-Ul-Hassan et al., 2004).

Un analisis de la evolucion del género Salmonella revelé que se origina de un
mismo antecesor (origen monofilético) y que durante su evolucion las serovariedades de
Salmonella adquirieron muchos genes por fagos o plasmidos mediado por transferencia
horizontal. Estos genes distinguen este género de otras bacterias por lo que son buenos
candidatos para el desarrollo de métodos basados en ADN para la identificacion de las

serovariedades (Baumler et al., 1997).

Recientemente, los ensayos de PCR dirigidos a secuencias de ADN especificas de
Salmonella han mejorado con respecto a la rapidez, sensibilidad y especificidad. Estos
incluyen ensayos basados en la amplificacion de los genes invA, agfA, iagAB, spvR,
ompC, oriC, etc, y la principal diferencia entre estos ensayos radica en su especificidad

(Baumler et al., 1997).

Numerosos juegos de primers han sido publicados para la amplificacién de ADN de
Salmonella spp. sin embargo todos difieren en su sensibilidad, precision y aplicabilidad

(Malorny et al., 2003 a).
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Soumet et al. (1999) desarrollaron una PCR multiple para la identificacion de ST y
SE de hisopados del medio ambiente de granjas de pollos, donde desarrollaron dos sets de
primers especificos que permitieron identificar a estas dos serovariedades. Dichos primers
amplifican los genes fliC (en ST) y sefA (en SE). En contraposicion a los hallazgos
realizados por estos autores, Malorny et al. (2003 a) indicaron que el gen sefA es Unico para
Salmonella serogrupo D como SG, SP, SD, etc; por lo que no seria especifico para detectar
SE.

Malorny et al. (2007) desarrollaron un par de primer que amplifica el gen Prot6E
(Prot6e-5 y Prot6e-6), el cual codifica una fimbria de superficie especifica de SE que
estaria implicada en alterar la interaccion con los componentes de la albumina. Dichos
primers mostraron una gran sensibilidad para detectar SE, y méas aln cuando estas cepas
son rugosas.

11.5.5. Utilizacion del ADNr 16S en cepas de Salmonella spp.

Los ribosomas son organulos complejos, altamente especializados que en bacterias
poseen un coeficiente de sedimentacion 70S y puede disociarse en dos subunidades la 50S
(subunidad grande) y la 30S (subunidad pequefia), esta ultima subunidad es la que posee el
ARNr 16S (Rodicio y Mendoza, 2004). Los genes que codifican los ARNr estan
organizados en operones, donde cada operon ribosémico (rrn) incluye genes para los ARNr
23S, 16S y 5S, separados por regiones espaciadoras o intergénicas (IG) (Pérez Luz et al.,

1998).

El ARNr 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de

filogenia y taxonomia bacteriana. EI ARNr 16S también Ilamado ADNr 16S, es codificado
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por el gen rrs, a partir de cuya secuencia se puede obtener informacién filogenética y
taxondémica. El analisis de estas secuencias de distintos grupos filogenéticos revel6 la
presencia de una o mas secuencias caracteristicas denominadas “secuencias firmas”, las
cuales aparecen en todos (0 en la mayor parte) de los miembros de un determinado grupo
filogenético, por lo que pueden utilizarse estas secuencias para ubicar cada bacteria dentro

de su propio grupo (Rodicio y Mendoza, 2004).

El nimero de copias del operon ribosomico por genoma bacteriano varia
considerablemente, siendo constante a nivel de especie, género e incluso familia. De esta
manera, se sabe que por ejemplo Bacillus subtilis posee 10 operones, E. coli y Salmonella
sp. poseen 7, Clostridium perfringens posee 9, etc. (Rodicio y Mendoza, 2004; Tsai-Hsin et

al., 2005).

Los primers universales dirigidos a secuencias conservadas del gen ARNr 16S y a
regiones variables pueden ser usados para amplificar una porcién de este gen. El producto
de PCR luego puede ser secuenciado y la especie bacteriana ser identificada mediante la
realizacion de busquedas de homologias con bases de datos de secuencias de ADN
(Fratamico y Kawasaki, 2008). Recientemente el gen ARNr 16S ha sido usado para el
disefio de sondas de ADN vy primers especificos para algunos géneros de bacterias tales
como E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Bacillus cereus (Yu-Cheng et al.,
2006). Esta metodologia es muy usada y con buenos resultados en bacterias lacticas (Kim

et al., 2006).
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Los primers disefiados a partir de secuencias del ARNr 16S bacteriano obtenido de
la base de datos en un banco de genes, no pueden permitir la deteccion de todas las cepas
de una especie bacteriana. A veces es dificil encontrar sitios especificos sobre el ARNr 16S

para la identificacion de bacterias a nivel de especie (Yu-Cheng et al., 2006).

11.5.6. Sensibilidad a los antimicrobianos

Los ATB son sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias y hongos) o sintetizados por métodos de laboratorio, cuya
funcion es inhibir el crecimiento o destruir a otros microorganismos. Estos compuestos
difieren en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismos
de accion y espectro antimicrobiano (Patifio, 2003).

Los ATB son usados en medicina humana y veterinaria para el tratamiento y
prevencion de enfermedades. También pueden ser utilizados como agentes profilacticos en
el agua de las aves sanas y como promotores del crecimiento en concentraciones sub-
terapéuticas en la alimentacién. Bacitracina, clortetraciclina, tilosina, neomicina,
oxitetraciclina, virginiamicina y otros se utilizan para estos fines (Phillips et al., 2004;
Apata, 2009). Las clases de antibidticos usados como terapéuticos en avicultura incluyen:
aminoglucoésidos, tetraciclinas, B-lactamicos, fluorquinolonas, macrolidos, polipéptidos,

sulfonamidas y trimetoprima (Stolker y Brinkman, 2005).

En animales de granja tratados con ATB, los residuos de estos compuestos son
eliminados en el medio ambiente, lo cual genera una presion selectiva sobre la poblacion

bacteriana generando resistencia (Helmuth, 2000). La manutencion de animales en
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condiciones de crianza intensiva, bajo presion quimioterapica, es la forma ideal de generar
resistencias. Este hecho fue demostrado por primera vez en 1957 por Smith, en cerdos
tratados con tetraciclinas en la dieta. En esa época, la actividad promotora del crecimiento
de los antibioticos fue descubierta y utilizada en forma masiva (Errecalde, 2004).

En las granjas avicolas, los ATB son usados en gran escala como promotores del
crecimiento ya que mejoran la velocidad de crecimiento de las aves disminuyendo el moco
de la membrana intestinal, favoreciendo la absorcion, aumentando la asimilacion, entre
otros. Ademas, otorgan un ambiente favorable para microorganismos benéficos, dafiando
bacterias patogenas y reduciendo la formacion de toxinas (Casawell et al., 2003; Nisha,
2008; Alm EIl Dein y Elhearon, 2010).

En medicina veterinaria existen casos bien documentados de bacterias del género
Salmonella y otras entéricas Gram negativas como Escherichia coli que pueden afectar
también al hombre. Un importante elemento de riesgo es el enorme potencial de
intercambio genético que existe en el intestino, esta es una de las causas que explican que
sean estos dos géneros Gram negativos los que representen los mayores riesgos de
transferencia zoondtica de resistencias (Errecalde, 2004).

Alcaine et al. (2007) informaron que de las 10 serovariedades comunmente
informadas por el CDC, aisladas de infecciones humanas en los Estados Unidos, al menos 8
aislamientos mostraron resistencia a 5 0 mas ATB. Se observd que ST presentd 1 o 2
patrones de multirresistencia incluyendo resistencia a AMP-K-S-SXT-TE y a AMP-C-S-

SXT-TE Para SHe se observo multirresistencia a AMP-AMC-KF-Ceftiofur. Esta
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multirresistencia también fue identificada en otras serovariedades de importancia
epidemioldgica tales como SA, SD, SH y SSenf.

Recientemente fue aislada del ganado una cepa multirresistente de ST, la cual es
muy patdgena tanto para otros organismos como para el hombre. Esta es una cepa, al
parecer originada en Inglaterra y difundida luego a todos los continentes. La misma
pertenece al fagotipo DT 104 y causa enfermedad severa en aves, bovinos y cerdos. Este
microorganismo es el mas utilizado en la argumentacion sobre uso de antibidticos en
animales y desarrollo de resistencias que puedan causar enfermedad en el hombre
(Errecalde, 2004).

Los ATB que antes resultaban eficaces frente a diferentes cepas bacterianas se
muestran hoy muchas veces totalmente ineficaces. Se sabe que la subdosificacion mas o
menos continua de cualquier ATB termina generando una poblacion microbiana resistente,
que se perpetta en el ecosistema (Colusi, 1994). Una ruta eficiente en la adquisicion de
resistencia es a través de elementos genéticos, incluyedo plasmidos, transposones e
integrones (Cabrera et al., 2006). Las cepas multirresistentes resultantes por la adquisicion
de estos elementos genéticos han sido encontradas en todo el mundo y son una gran

preocupacion en la salud publica y la inocuidad de los alimentos (Alcaine et al., 2007).

La deteccion y monitoreo de la multirresistencia es importante para
modificar la seleccion de los ATB para el tratamiento de la salmonelosis y para evaluar el
riesgo de expansion de cepas multirresistentes (Yang et al., 2002; Grazziani et al., 2007).
Existe gran variedad de técnicas de laboratorio que permiten evaluar la sensibilidad de

bacterias in vitro, dentro de éstas se encuentran las pruebas de difusion en discos y pruebas
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de dilucién en caldo y agar, las cuales estan normatizadas y recomendadas por el NCCLS

(Mantilla et al., 2010).
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111. MATERIALES Y METODOS
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Muestreo de huevos en supermercados

Se tomaron un total de 5.424 huevos almacenados a temperatura ambiente,
desde 113 supermercados pertenecientes a 14 ciudades (11 departamentos) del centro-este
de la provincia de Entre Rios (Tabla 4). El periodo de estudio fue de Marzo de 2007 a

Noviembre de 2009 (Figura 4).

El nimero de supermercados muestreados por ciudades fue obtenido por
relevamiento de informacion a través de paginas de internet, personas que vivian y/o
conocian las respectivas ciudades y agencias de extension del INTA. De esta manera, se
tomo el 100% de los supermercados de las 14 ciudades muestreadas. Se considerd6 como
supermercado a los que cumplian con la definicién propuesta por la Real Academia
Espafiola, quien define al mismo como un “establecimiento comercial de venta al por
menor en el que se expenden todo género de articulos alimenticios, bebidas, productos de

limpieza, etc., y en el que el cliente se sirve a si mismo y paga a la salida”.
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CORRIENTES

URUGUAY

ISLAS DEL
IBICUY

BUENOS AIRES

Figura 4. Departamentos de la provincia de Entre Rios (en color gris) donde se encontraban
los supermercados utilizados para el muestreo realizado durante el periodo Marzo 2007-
Noviembre 20009.

Se tomaron el 50% de huevos de cascara blanca (CB) y el 50% de huevos de
cascara marron (CM). Cuando no hubo huevos de CB y/o CM para la cantidad de muestras
necesarias, se tomaron los huevos del color disponible en el supermercado. De cada
supermercado se tomaron 10 muestras de 6 huevos en diferentes envases (maple de carton,
maple de telgopor, bolsa de polietileno y papel de diario). Los mismos fueron transportados
a temperatura ambiente hasta el laboratorio de Sanidad Aviar de la Estacion Experimental

Agropecuaria INTA Concepcién del Uruguay. En aquellos supermercados donde no habia
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envases de 6 huevos, se tomaron 2 maples de 30 huevos. Para el andlisis se tomaron 8

pooles de 6 huevos 0 4 muestras de 6 huevos de cada maple de 30 huevos.

Tabla 4. Nameros (N°) de supermercados muestreados en las diferentes ciudades de la
provincia de Entre Rios.

Departamentos de N° supermercados

Entre Rios Cludades muestreados
Colon 5
Colon San José 5
Villa Elisa 12
Concordia Concordia 17
Federacion Federacién 6
Federal Federal 5
Gualeguay Gualeguay 9
Gualeguaycht Gualeguaychu 12
Islas del Ibicuy Villa Paranacito 3
San Salvador San Salvador 7
Tala Rosario del Tala 3
Uruguay BaEsaviIbaso 5
Concepcion del Uruguay 15
Villaguay Villaguay 9
TOTAL 11 14 113

I11.2. Caracteristicas fisicas y pH del huevo de consumo

111.2.1. Peso del huevo de consumo (PHC) y area total del huevo para consumo (ATH)

Los huevos fueron pesados individualmente en condiciones de esterilidad con
balanza electronica, escala 0,1 g (Precisa 3000 D, Zurich, Suiza). De acuerdo a los pesos
obtenidos fueron clasificados en 1S (extra grande, > 62 g), 1 (grande, 54-61 @), 2

(medianos, 48-53 g) y 3 (pequefios, 42-47 g), segun lo propuesto por el Cédigo Alimentario
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Argentino (1994) y el Decreto N° 4238/68 (1968). La homogeneidad del peso del huevo se
midié por el coeficiente de variacion (CV) de pooles de 6 huevos.

El ATH fue calculado en cm? segdin la férmula propuesta por Peebles y Mc Daniel
(2004):

ATH = 39782 x PH"7t=8

111.2.2. Observacién de la limpieza de la superficie de la cascara y determinacion del
peso de cascara (PC), % de cascara (%C) y espesor de cascara (EC) del huevo para

consumo

Los datos de PC, % C y EC fueron calculados en el 50%, 50% y 44% de los huevos

analizados respectivamente.

El porcentaje de huevos con superficie sucia se determind por observacion
macroscépica y se clasificaron segun lo propruesto por el Cédigo Alimentario Argentino

(1994) y el Decreto N° 4238/68 (1968).

MN® huevoe con superficie sucia

X 100

huevos con super ficie sucia =
% P f W total de huevos analizados

Las céscaras fueron pesadas después de la ruptura del huevo y separado su
contenido (clara y yema) en condiciones de esterilidad, en balanza electronica, escala 0,1 g

(Precisa 3000 D, Zurich, Suiza). El % C fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

% C = 2€ % 100
°~ T PH

Materiales y Métodos 55



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

El EC fue determinado en céscaras, incluidas sus membranas testaceas, que fueron
desinfectadas como se describe mas adelante, mediante especimetro, escala 0,01 mm
(Schwyz, Argentina). Se tomaron 4 valores en diferentes zonas de la cascara y se obtuvo un

promedio de la medida del espesor , segun lo propuesto por Anderson et al., 2004.

111.2.3. Color de yema de huevo (CoY)

Los huevos fueron quebrados en esterilidad, y el CoY fue determinado por
comparacion visual con los colores del abanico colorimétrico de la escala de DSM (ex-
Roche, Suiza). El rango de colores del mismo va desde 1 (amarillo palido) a 15 (haranja

fuerte) (Vuilleumier, 1969).

111.2.4. Determinacion de pH en pool de clara y/o yema (CY, CL YY)

El contenido del huevo se obtuvo desinfectando la cascara por inmersién en alcohol
etilico al 70% por 10 min. A su término, los huevos se sumergieron en agua destilada a 100
°C por 5 s. (Gast, 1993; Himathongkham et al., 1999). Luego, los huevos fueron quebrados
en esterilidad, la cascara fue conservada para determinar el EC y el contenido (en pooles de
6 huevos) fue divido en mezcla de CY, CL 0 Y dentro de bolsas estériles. Posteriormente,
las muestras fueron mezcladas en un homogeinizador (Stomacher 400 circulator, Seward,
Inglaterra) durante 2,5 min a 2500 rpm. El pH fue determinado con un peachimetro

(OAKTON, Singapur).

111.2.5. Anélisis estadistico

Los resultados fueron informados como el promedio de la media aritmética + el

desvio estandar. Las diferencias de medias para PHC, ATH, PC, %C, EC, CoY, pH de CY,
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CL y Y fueron evaluadas por el analisis de la varianza (ANOVA). Los resultados fueron
significativamente diferente con valores de P < 0,05 (Rossman y Chance, 1998). La
diferencia entre los coeficientes de correlacion entre PHC y PC, PHC y %C y entre PHC y
ATH fueron analizados mediante una prueba de hipdétesis para diferentes proporciones
utilizando el programa OCTAVE, desarrollado por el Grupo de Métodos Numéricos de la
Universidad Tecnnoldgica Nacional-Facultad Regional de Concepcién del Uruguay, Entre

Rios, Argentina (Proyecto 25D041).

111.3. Estudio comparativo entre métodos bacteriolégicos y PCR para la deteccién de

Salmonella spp. en pool de CY contaminadas experimentalmente

111.3.1. Cepas de Salmonella utilizadas y control de pureza

Se utilizaron 8 cepas de Salmonella spp, de las cuales 4 fueron cepas moviles (SE,
ST, Sy SH) y 4 fueron cepas inmoviles (dos SP y dos SG). Las serovariedades, origen y
nomenclatura de los cultivos de coleccion se detallan en la Tabla 5. Se utilizaron cepas
pertenecientes a las coleccines de cultivos de Estados Unidos (ATCC), del laboratorio de
Sanidad Aviar de la EEA-Concepcion del Uruguay y del Laboratorio de Bacteriologia-EEA
Balcarce. Las cepas fueron activadas desde agar nutritivo (AN) (Acumedia, Lansing,
Michigan) en caldo tripteina de soja (CTS, Merck, Darmstadt, Alemania) durante 24 h a 37
°C. A su termino fueron sembradas en placas de agar xilosa lisina desoxicolato (XLD,
Oxoid, Basingtoke, Hampshire, England) y agar tripteina de soja (ATS, Acumedia,
Lansing, Michigan) en estrias por agotamiento e incubadas 24 h a 37 °C para confirmar la

pureza de los cultivos.
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Tabla 5. Cepas de Salmonella utilizadas en la comparacion de diferentes métodos de

deteccion.
Cepas de Salmonella Coleccidn de cultivo Origen
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 ATCC* -
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 ATCC* Heces humanas
Salmonella Infantis CUB 05/08 EEA INTA C. del Uruguay Carne de pollo
Salmonella Hadar CUB 13/08 EEA INTA C. del Uruguay  Céscara de huevo
Salmonella Pullorum ATCC 13036 ATCC* Huevo
Salmonella Pullorum INTA 90/142 EEA INTA Balcarce Aves
Salmonella Gallinarum INTA 03/121 EEA INTA Balcarce Aves
Salmonella Gallinarum CUB 05/10 EEA INTA C. del Uruguay Claray Yema

*ATCC: American Type Culture Collection.

111.3.2. Preparacion del inéculo bacteriano

Se tomaron de 2 a 4 colonias de las serovariedades antes descriptas desde placas de

XLD vy se resuspendieron en CTS, incub&ndolas durante 18 + 2 h a 37 °C. A su término, se

hicieron 2 lavados en buffer fosfato pH 7,4 (PBS). Luego, se resuspendieron al volumen

original (5 ml) con el mismo buffer y a partir de alli se realizaron diluciones decimales en

agua peptonada 0,1%. (Figura 5).
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2 a4 Colonias Descartar sobrenadante
Dil. 10* Dil. 10°®
18h-37°C 2 Lavados PBS ’\, l‘
Agar XLD > >
302g15m
CTS
Resuspender
en PBS (5 ml)

Figura 5. Preparacion del indculo bacteriano a partir del cultivo puro de las cepas
ensayadas. XLD: Agar xilosa lisina desoxicolato; CTS: Caldo tripteina de soja; PBS:

Buffer fosfato.

111.3.3. Obtencion de las muestras de CY e inoculacion experimental

Para cada cepa ensayada, se utilizaron 24 huevos tomados de supermercados de la
ciudad de Concepcidn del Uruguay, Entre Rios. EI contenido de los mismos se obtuvo de la
misma manera que la descripta en el punto 111.2.4. Antes de realizarse la inoculacién en
CY, se determin0 el total de bacterias, enterobacterias y hongos en ATS, agar Mac Conkey
(MC, Acumedia, Lansing, Michigan) y agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
(DRBC, Oxoid, Basingtoke, Hampshire, Inglaterra) respectivamente. Para ello se tomaron
0,5 ml del total del pool de CY vy se hicieron diluciones decimales en agua peptonada 0,1
%. Posteriormente se sembraron (todas las diluciones) en los medios de cultivos antes
mencionados y se incubaron 24 h a 37 °C en los medios ATS y MC. En el DRBC se incub0

a 25+ 2 °C durante 7 dias.

Se tomaron 25 ml del pool de CY en bolsas estériles individuales para ser

inoculadas con las diferentes concentraciones de Salmonella (figura 6). Se inocularon desde
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5 x 10° a 6,2 x 10° UFC/25 ml para cepas méviles y de 5 x 10° a 1,3 x 10° UFC/25 ml para

cepas inmoviles. El ensayo se hizo por triplicado.

0,5 ml Dil. 10 Dil 10° ( Adar TSA

— Incubar 1 d, 37 +2 °C
{’ p{\ o M ncubar *
a e —

Agar DRBC
F;):;' | Incubar 7d., 25+ 2 °C
\-‘ Conservar a 4 °C para su posterior inoculacion

25 ml

Figura 6. Preparacion de las muestras de CY y control de contaminantes bacterianos y
fangicos en diferentes medios de cultivos. TSA: Agar tripteina de soja; MC: Agar Mac

Conkey; DRBC: Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol.

111.3.4. Limite de deteccion de Salmonella spp. en pool de CY contaminadas

experimentalmente

La deteccion de Salmonella en muestras de CY contaminadas experimentalmente se
determind en base a los procedimientos propuestos por el Manual Analitico de
Bacteriologia (FDA/BAM, Wallace y Hammack, 2011) y la Norma ISO 6579 (2002). Con
respecto a la técnica de BAM, sélo se utiliz6 como medio de enriquecimiento selectivo el
caldo Tetrationano base (TT, Acumedia, Lansing, Michigan) adicionado con 20 ml/l de
solucion de iodo-ioduro de potasio (Anedra, Argentina), 40 mg/ml de novobiocina (N,
Sigma, Steinheim, Alemania) y de solucion de verde brillante al 0,1 % (p/v) (Sigma,

Steinheim, Alemania). Con respecto a la Norma ISO 6579, se utiliz6 solo como medio de
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enriquecimiento selectivo al caldo Mueller-Kauffmann Tetrationato/Novobiocina (MKTTn,
OXOID, Basingtoke, Hampshire, Inglaterra). La figura 7 muestra el flujograma de trabajo

para ambos métodos.

Para el método basado en BAM, las muestras de CY contaminadas con diferentes
concentraciones de este microorganismo fueron pre-enriquecidas en 225 ml de CTS
adicionado con 35 pg/ml de sulfato de hierro Il (Anedra, Argentina). La mezcla fue
incubada a 37 °C, 24 h. A su término 1 ml del caldo incubado fue tomado para PCR (PCR-
CTSH) y 1 ml fue transferido a 10 ml de caldo TT e incubado a 37 °C durante 5 dias. Para
el método basado en la norma ISO 6579, las muestras de CY contaminadas
experimentalmente fueron pre-enriquecidas en Agua Peptona Tamponada (APT, Merck,
Darmstadt, Alemania) e incubadas a 37 °C, 24 h. Luego, 1 ml de este caldo fue tomado
para PCR (PCR-APT) y 1 ml fue transferido a 10 ml de MKTTn e incubado a 37 °C
durante 5 dias. Al dia 1 (1° siembra) y 5 (2° siembra) se tom6 con ansa de ambos medios de
enriquecimientos selectivos y se sembraron en agar XLD y agar H (Acumedia, Neogen,
Lansing, Michigan) y fueron incubados a 37 °C, 24 h. Las colonias presuntivas de
Salmonella fueron confirmadas mediante pruebas bioquimicas en agar TSI (Acumedia,
Lansing, Michigan) y agar LIA (Merck, Darmstadt, Alemania), prucba de la -
galactosidasa (ONPG, Britania, Argentina) y serologicas con antisuero polivalente

somatico OS-A y 0S-B (Difco™, Beckton Dickinson, Maryland).
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Dia 0 Pre-enriquecimiento
1 ml para Método CTSH: Método APT: 1 ml para
PCR CTS + Sulfato Agua Peptona PCR
de hierro (H) Tamponada
24 h, 37 °C1

Enriquecimiento Selectivo

ImlenTT 1 mlen MKTTn
Dia 1, 37 °C (TT 1° siembra) Dia 1, 37 °C (TT 1° siembra)
Dia 5, 37 °C (TT 2° siembra) Dia 5, 37 °C (TT 2° siembra)

1

Siembra en medios selectivos y diferenciales

Agar XLD Agar Hektoen
24 h, 37 °C

!

Confirmacién bioquimica y seroldgica

Figura 7. Flujograma para la deteccion de Salmonella en pool de CY mediante técnicas

basadas en FDA/BAM e I1SO 6579.

CTSH: caldo tripteina de soja adicionado con sulfato de hierro. APT: Agua peptona tamponada. TT:

Caldo tetrationato. MKTTn: Caldo Mueller Kauffmann Tetrationato/ Novobiocina.

111.3.5. Extraccion de ADN

Las células bacterianas fueron recuperadas desde 1 ml del caldo pre-

enriquecimiento (PCR-CTSH y PCR-APT) por microcentrifugacion (Eppendorf Centrifuge
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5415 R, Alemania) a 4.000 g durante 15 min a 4 °C y lavado dos veces en agua destilada
estéril. El pellet fue resuspendido en 500 ul de agua destilada estéril. EI ADN fue liberado
de las células bacterianas por calentamiento a 100 °C en bafio seco (Labnet D1 100, Labnet
International Inc., Edison, Estados Unidos) y luego centrifugado a 9.300 g durante 1 min a
4 °C. El sobrenadante conteniendo el ADN bacteriano fue fraccionado en microtubos y

conservado a -70 °C hasta su uso.

111.3.6. PCR para gen invA

La reaccién de PCR se realizd en un termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Alemania), amplificando el gen invA. Este gen permite la deteccion de
Salmonella enterica y Salmonella bongori y la técnica de deteccion ha sido validada en
ensayos interlaboratorios (Malorny et al., 2003 b). Los templados de ADN (5 ul) fueron
amplificados en un volumen final de reaccion de 25 pl que contenian 0,25 pl de cada
primers 0,1 mM (Operon Biotechnologies GmbH, Alemania), 2,5 pl de tampén 10X
(Fermentas), 1,5 pl de MgCl; 1,5 mM (Fermentas), 0,5 pl de cada uno de los dDNTP 0,2
mM (Fermentas), 0,2 pl de TagDNA polimerasa 5 U/l (Fermentas) y agua bidestilada

hasta completar el volumen final de reaccion.

Los primers usados para este propésito  fueron P139 (5'—3:
GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA y P141 (5 —3:
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC). Como blanco de reaccion se us6é la mezcla de

reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron como
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control positivo las cepas que fueron inoculadas y como control negativo cepas de

Citrobacter sp.

El producto de amplificacion de ~284 pb fue visualizado por electroforesis en gel de
agarosa. Un volumen de 10 pl se sembré en agarosa al 2 % (BioRad, Espafia) en buffer
TBE (Tris-Acido boérico-EDTA), y se tifid con una solucién de bromuro de etidio (0,5
pg/ml). Los productos de amplificacion fueron visializados con un transiluminador UV
(Model M-20, UVP inc., Upland, California). El marcador de pb usado contenia bandas de

ADN entre 100 y 2080 pb (PB-L Products Bio-Ldgicos, Buenos Aires, Argentina).

111.3.7. Criterios de capacidad discriminatoria y limite de deteccién de las técnicas

El limite de deteccion de los métodos se definio como la menor dilucion donde cada
cepa de Salmonella fue recuperada. La precision, sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) fueron calculados para cada método (Soria et
al., 2011). Las muestras que fueron positivas en cualquiera de los medios agarizados
selectivos-diferenciales utilizados (H o XLD), fue considera positiva. En base a esto, los
datos de capacidad discriminatoria fueron obtenidos usando las siguientes definiciones y

férmulas:

» Verdaderos positivos (VP): la muestra fue definida como VP cuando Salmonella

fue detectada en muestras donde habia sido inoculada experimentalmente.

» Verdaderos negativos (VN): la muestra fue definida como VN cuando Salmonella

no fue detectada en muestras donde no habia sido inoculada experimentalmente.
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» Falso positivo (FP): una muestra fue definida como FP cuando Salmonella fue

detectada en una muestra donde no habia sido inoculada experimentalmente.

» Falso negativo (FN): una muestra se defini6 como FN cuando Salmonella no fue

detectada en una muestra donde habia sido inoculada experimentalmente.

» Precision (Pr): es una medida de la capacidad de un método para clasificar
correctamente muestras conteniendo Salmonella como positiva, y muestras que no

contienen Salmonella como negativa para este microorganismo.

p_ VP 4+ VN
 VP+VN+FP+FN

» Sensibilidad (Se): es una medida de la capacidad de un método para clasificar una

muestra conteniendo Salmonella como positiva para este microorganismo.

VP
S=—
VP+ FN

> Especificidad (Esp): es una medida de la capacidad de un método para clasificar

una muestra que no contiene Salmonella como negativa para este microorganismo.

VN
E=——
VN + FP

» Valor predictivo positivo (VPP): es una medida de probabilidad que una muestra

positiva a la prueba para Salmonella sea correctamente determinada.

VPP = ——
VP +FP

Materiales y Métodos 65



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

» Valor predictivo negativo (VPN): es una medida de probabilidad que una muestra

con resultado negativo para Salmonella sea correctamente determinada.

VN

VPN = ————
VN +FN

Siendo todas las muestras de CY contaminadas con Salmonella spp. en diferentes
concentraciones (salvo los controles negativos), ninguna técnica fue considerada de “oro” o
“estandar” . Esto permitio poder seleccionar la técnica de aislamiento y deteccion por PCR

con mayores valores para los pardmetros estudiados.

111.3.8. Andlisis estadistico

Para comparar los resultados de todos los ensayos, se uso el test de hipotesis para
diferencia de proporciones, asumiendo que todos los valores son igualmente probables.
Cada valor de Pr, Se, Esp, VPP y VPN de la prueba fueron informados con sus respectivos
intervalos, con un nivel de confianza del 95%. Los datos fueron analizados mediante el
programa OCTAVE, desarrollado por el Grupo de Métodos Numéricos de la Universidad
Tecnoldgica Nacional-Facultad Regional Concepcién del Uruguay, Entre Rios, Argentina
(Proyecto 25D041). Los valores informados definieron el limite de un intervalo que, con un
95 % de seguridad, contiene los verdaderos valores de Pr, Se, VPP y VPN. Los resultados

fueron considerados estadisticamente significativos con un valor de P < 0,05.

La concordancia entre los métodos bacterioldgicos y la PCR para la deteccion de
Salmonella en pool de CY fue evaluado mediante el estadistico Kappa (k, Martin, 1977).

Este fue calculado para evaluar el grado de concordancia de los métodos para clasificar las
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muestras como positivas o negativas mas alla del azar (Dawson y Trapp, 2005). El nivel de
concordancia se determind comparando el valor obtenido con la escala de valores
predeterminados: 1,00 a 0,93 (excelente concordancia); 0,92 a 0,81 (muy buena
concordancia); 0,80 a 0,61 (buena concordancia); 0,60 a 0,41 (débil concordancia); 0,40 a
0,21 (ligera concordancia); 0,20 a 0,01 (pobre concordancia) y menor a 0,01 (hinguna

concordancia).
I11.4. Deteccion de Salmonella spp. en huevos para consumo

111.4.1. Muestras

Para tomar el nimero de muestras para Salmonella se utiliz6 la siguiente

formula (Thrusfield, 1990):
n= (1-(1-0)"*)(N-d/2)+1
Donde:
n: tamarfio de la muestra necesaria

a: nivel de confianza deseado (probabilidad de encontrar al menos un caso positivo

en la muestra). Se considerd un nivel de confianza del 0,95.

d: numero de muestras positivas en la poblacion. Esto es dependiente de la
prevalencia de Salmonella en huevos. Se considerd una prevalencia de huevos

contaminados con Salmonella spp. entre el 0,1 y 0,5%, basandose en datos publicados por
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otros autores en otros paises (Castillo et al., 1996; Anonimo, 2003). Esto se debe a que no

se cuentan con datos de prevalencia de huevos en Argentina.

N: tamafio de la poblacion: Se considerd la poblacion de huevos en las 14 ciudades
mas importantes del centro-este de la provincia de Entre Rios. Esta informacion fue
obtenida en base a la poblacion probable en las diferentes ciudades de Entre Rios (Censo
2001 y ajustado con el censo 2010), y teniendo en cuenta el consumo de huevo/hab/afio
para cada uno de los afios que se realiz6 el muestreo (Schell et al., 2010). Como no se
disponia de este ultimo dato a nivel de cada ciudad, se tomaron los valores de consumo de
huevo a nivel nacional. Dado que la presentaciéon méas comdn de huevos en supermercados
es en envases de 6 huevos, se consider6 como una muestra igual a 6 huevos y ajustados los
calculos para ello. De esta manera, la poblacion de huevos fue de 44.925 (6 huevos cada

una).

El tamafio de muestra dio entre 598 y 2.995 muestras. Para llegar a ese numero de
muestras se tomaron 8 pooles de 6 huevos de cada uno de los 113 supermercados de las 14
ciudades muestreadas. La mitad de los pooles se analizaron para muestras de envase y
cascara y la otra mitad para contenido de huevo. La localizacién de los supermercados a
muestrear se obtuvo por relevamiento de informacion a través de paginas de internet,
personas que vivian y/o conocian las respectivas ciudades y agencias de extension del
INTA. Se consider6 como supermercado a los que cumplian con la definicion propuesta por
la Real Academia Espaiiola, quien define al mismo como un “establecimiento comercial de

venta al por menor en el que se expenden todo género de articulos alimenticios, bebidas,
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productos de limpieza, etc., y en el que el cliente se sirve a si mismo y paga a la salida”.
Con esto se obtuvo un total de 903 muestras lo que correspondid a una prevalencia tedrica

superior al 0,33%.

Se analizaron 1.643 muestras. En la tabla 6 se detalla el nimero total y el tipo de

muestras analizadas en diferentes departamentos de la provincia de Entre Rios.

Tabla 6. Namero (N°) total y tipo de muestra analizadas en el aislamiento de Salmonella

spp. en huevos para consumo humano tomados en diferentes departamentos de Entre Rios.

N ° por tipo de muestra analizada

Departamentos de ) N° total de Pool Pool
Entre Rios Cludades muestras Envase* Pool Claray Pool Pool
(6 huevos) Cascara yema Clara Yema
Colén 64 20 20 20 2 2
Colon San José 64 20 20 20 2 2
Villa Elisa 176 48 48 48 16 16
Concordia Concordia 204 68 68 68 - -
Federacion Federacion 96 24 24 24 12 12
Federal Federal 80 20 20 20 10 10
Gualeguay Gualeguay 144 36 36 36 18 18
Gualeguaychu Gualeguaychu 192 48 48 48 24 24
Islas del Ibicuy V. Paranacito 48 12 12 12 6 6
San Salvador San Salvador 112 28 28 28 14 14
Tala R. del Tala 48 12 12 12 6 6
Uruguay Basavilbaso 80 20 20 20 10 10
C. del Uruguay 191 60 60 59 6 6
Villaguay Villaguay 144 36 36 36 18 18
TOTAL 1.643 452 452 451 144 144

(*): Incluye las diferentes presentaciones del huevo de consumo disponibles al publico (maple de carton,
maple de telgopor, papel de diario y bolsa de polietileno de 6 huevos y maple de carton de 30 huevos).
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En cada supermercado, se seleccionaron 8 maples con 6 huevos (Figura 8). Desde 4
maples se obtuvieron 4 muestras de pool de maples (M) y 4 muestras de pool de cascara
(C) sin esterilizacién de la superficie del huevo. De los 4 maples restantes, previa
esterilizacion de la superficie del huevo como se explico en el punto 111.2.4, se obtuvieron
4 muestras de pool de CY, dos muestras de pool de CL y dos de pool de Y en bolsas

esteriles. Posteriormente las muestras fueron homogeinizadas a 2500 rpm durante 2 min.

f Muestra: 8 maples de 6 huevos 'h

4 maples de 6 huevos 4 maples de 6 huevos
Sin esterilizacion de superficie huevo Previa esterilizacion de superficie huevo
- Pool CY \< E ; > Pool Y
r< Caéscara (25 g)) (25 ml) (25 ml)

Pool CL

|
}

Aislamiento de Salmonella spp.

Figura 8. Muestras utilizadas para el aislamiento de Salmonella spp.

CY: claray yema. CL: clara. Y: yema.

111.4.2. Aislamiento de Salmonella spp.

El aislamiento de Salmonella spp. se basé en la metodologia propuesta por

FDA/BAM (Wallace y Hammack, 2011). Veinticinco gramos de maple, cascara y 25 ml de
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CY, CL y Y fueron colocados en bolsas estériles. Las muestras fueron pre-enriquecidas en
225 ml de CTSH. La mezcla fue incubada a 37 °C, 24 h. A su término 1 ml del caldo
incubado fue conservado para PCR (PCR-CTSH) y 1 ml fue transferido a 10 ml de caldo
TT adicionado con novobiocina (40 mg/ml) y de verde brillante (0,1 %), e incubado a 37
°C durante 5 dias. Al dia 1 (1° siembra) y 5 (2° siembra) se tom6 con ansa desde el
enriquecimiento selectivo y se sembraron en estrias por agotamiento en agar XLD y H,
incubando a 37 °C durante 24 h. Las colonias presuntivas de Salmonella fueron
confirmadas mediante pruebas bioquimicas en TSI, LIA, agar SIM (Merck, Darmstadt,
Alemania), ONPG Yy pruebas serologicas con antisueros somaticos polivalentes OS-A y
0OS-B (Difco, Becton Dickinson y Co., Sparks, Maryland, Estados Unidos). Los
aislamientos positivos fueron conservados en agar nutritivo (Acumedia, Lansing,
Michigan) para su posterior serotipificacion. La sensibilidad, especificidad y precision de
los métodos selectivos y diferenciales empleados en el aislamiento de Salmonella spp. en
los huevos para consumo en caldo TT fueron calculados como se indica en el apartado

11.3.7.

111.4.3. Serotipificacion de cepas de Salmonella spp. aisladas desde huevos para

consumo

La serotipificacion se realizd en el Instituto “Dr. Carlos G. Malbran” segun la
metodologia propuesta por Caffer y Terragno (2008). En primer lugar, se activaron los
cultivos en placas de SS, incubando a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se observo las

caracteristicas y pureza de las colonias en la placa. A partir de alli, se sembr6 en ATS y se
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incubd a 37 °C, durante 24 h. La caracterizacion del AgO se realiz6 sobre una placa de

vidrio, mientras que la del AgH se realizo en tubo.

111.4.3.1. Serotipificacion somatica (AgO)

A partir del cultivo en ATS se verifico que el cultivo se encuentre en forma lisa en
solucidn salina al 2%. Las cepas que correspondieron a colonias lisas (sin aglutinacion) se
colocaron sobre una placa de vidrio junto a 20 pl de los antisueros polivalentes OS-A y OS-
B (los cuales nos permiten detectar alrededor del 98 % de las serovariedades aisladas del
hombre y animales). Luego, se mezclé cuidadosamente con palillo durante 2 min para
observar presencia o ausencia de aglutinacién bajo luz indirecta. En cepas que mostraron
aglutinacion positiva para alguno de los antisueros polivalentes, se continu6d la

serotipificacion con los factores del Ag somatico O (Figura 9).

111.4.3.2. Serotipificacion flagelar (AgH)

La serotipificacion flagelar se realizo a partir de un cultivo en caldo flagelar. Los

medios de cultivo y reactivos para este procedimiento se detallan a continuacion.

A- Caldo flagelar (CF): Caldo triptona de soja 15,2 g, triptona 13,3 g, agua destilada
€.5.p.1000 ml. Fraccionar 5 ml por tubo de ensayo y esterilizar en autoclave a 121 °C, 15
min.

B- Agar movilidad (Craigie): Peptona 10 g, extracto de carne 3 g, cloruro de sodio 5
0, agar 5 g, agua destilada c.s.p. 1000 ml. Ajustar el pH a 7,4. Luego colocar 5 ml del agar
en tubos de 10 x 60 mm con tapa rosca con una varilla de vidrio hueca de 8 cm

aproximadamente. Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 min.
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C- Solucion fisioldgica formolada: Cloruro de sodio 8,5 g, formalina (37-40 %) 10
ml, agua destilada c.s.p. 1000 ml.

Desde el cultivo en ATS se sembrd el CF e incubd a 37 °C durante 18-24 h. A partir
de éste se prepard una alicuota de 0,5 ml en tubo estéril con tapa rosca y conservé a
temperatura ambiente. Al resto de CF se agregaron 5 ml de solucién fisiologica formolada
al 1 % incubando 1 h a temperatura ambiente. En cuatro tubos de ensayo se colocaron 50 pl
de los antisueros flagelares polivalentes (HS-1, HS-A, HS-B y HS-C). Luego se agregé 0,5
ml del caldo formolado incubando durante 1 h a 50 °C en bafio de agua. A su término, se
observo presencia o ausencia de floculos bajo luz indirecta. En cepas que fueron positivas a
uno o mas sueros polivalentes H (expresion de una o dos fases) se continud la

serotipificaion con los factores del antigeno flagelar H (Figura 9).

Aquellas cepas que mostraron aglutinacién solo con uno de los AgH polivalente, y
por los resultados de la aglutinacién frente al AgO se consideraron que se trataba de una
serovariedad difésica, fueron evaluadas mediante el método de inversion de fase, para
evidenciar la fase que no fue expresada. Para ello, el AgH ya expresado fue enmascarado
en placa de petri (60 mm de diametro) con 50 pl del antisuero mezclado con 10 ml de agar
semisolido (0,7 %). Sobre el centro de la superficie de este medio fue sembrado con ansa el
cultivo sin formolar e incubado a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, la parte externa del
crecimiento bacteriano fue recolectada y su serotipificacion se continu6 con el antisuero de

la fase esperada.
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Las cepas que fueron negativas a los antisueros polivalentes H, pero positivas a la
aglutinacion somatica, fueron tipificadas como inmoviles. En cepas que presentaron una
movilidad reducida, se exaltd su movilidad mediante pasajes sucesivos en tubos de Craigie.
La cepa se sembrd en el interior del tubo hasta la mitad del agar e incub6 a 37 °C durante
24 h. A su término, se tomd el crecimiento bacteriano presente por fuera del tubo central

fue tomado y sembrado en CF a los fines de iniciar nuevamente la serotipificacion flagelar.

fl Cepa bacteriana en ATS |’ﬁ

ANTIGENO SOMATICO ANTIGENO FLAGELAR

|

Aglutlnacmn solucion salina 2% Aglutmamon en tubos

m Tubo Craigie
Aglutinacion en placa de vidrio @
P

A A + - Cepa con movilidad
- + + - l v reducida
ﬁ—l
l Aglutinacion Cepa inmévil
con factores

I Aglutinacion factores somaticos I

- 7
~"
+

l

Férmula antigénica (O y H)
completa

Figura 9. Flujograma para la serotipificacion de cepas de Salmonella spp. aisladas desde

huevos para consumo.
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I11.5. PCR en muestras de CY, CL y Y de huevos para consumo

Se analizaron 739 muestras de pool de CY, CL y Y de huevos para consumo. Las
técnicas de PCR empleadas estaban dirigidas hacia el blanco molecular correspondiente al
gen invA el cual es especifico de género. Para ello se estudiaron dos técnicas: a- Técnica de
Malorny et al. (2003 b) y b- Técnica de Ferreti et al. (2001). A las muestras que dieron
positivas a cualquiera de estas dos reacciones se les realizd PCR para S. Enteritidis (Agron

etal., 2001).

111.5.1. Extraccion de ADN

A partir de 1 ml del caldo del pre-enriquecimiento en CTSH, se realizé la extraccion
de ADN por ebullicion como se explica en el punto 111.2.5. Una vez obtenido el templado

de ADN se conservo a -70 °C hasta su uso.

111.5.2. Especificidad de primers

Para cada reaccion de PCR se determind la especificidad de los primers ensayados
en este trabajo. Para ello se utilizaron diferentes cepas de Salmonella como controles
positivos y cepas no-Salmonella como controles negativos (Tabla 7). Las condiciones de
reaccion para cada uno de los primers evaluados se detallan en los puntos 111.5.3, 111.5.4 y

11.5.5.
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Tabla 7. Cepas de Salmonella y no-Salmonella usadas para determinar la especificidad de

primers.

(N) evaluados
Citrobacter spp. (9) P139
S. Muenchen CUB 26/07
Proteus spp. (2) P141
S. Enteritidis CUB 22/10
S. Typhimurium ATCC 13311
S. Gallinarum INTA 88/322
S. Pullorum ATCC 13036 ) Salm3
Citrobacter spp. (12)
S. Pullorum INTA 90/142 Salm4
S. Gallinarum INTA 93/10
S. Typhimurium INTA 06/11
S. Hadar CUB 13/08
S. Pullorum INTA 90/142
S. Pullorum ATCC 13036
S. Gallinarum INTA 88/322
S. Gallinarum INTA 93/10 ) Sdfl SE F
) Citrobacter spp. (1)
S. Infantis CUB 05/08 Sdfl SER

S. Typhimurium ATCC 13311
S. Enteritidis CUB 22/10
S. Enteritidis CUB 45/10

(N): Numero de cepas utilizadas en el ensayo.

111.5.3. Reaccion en cadena de polimerasa para gen invA segun Malorny et al. (2003 b)

La PCR fue realizada en iguales condiciones que las descriptas en el punto 111.3.6.

Como control positivo se uso la cepa SH CUB 13/08 y como control negativo una cepa de

Citrobacter spp.
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111.5.4. Reaccion en cadena de polimerasa para gen invA segun Ferretti et al. (2001)

La reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador (lvema T-18, Argentina)
amplificando el gen invA que permite la deteccion del género Salmonella. Los templados
de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen final de reaccion de 25 ul que contenia
0,25 pl de cada primers 0,1 mM (Ruralex, Argentina), 2,5 ul de tampdn 10X (Fermentas),
1,5 pl de MgCl, 1,5 mM (Fermentas), 0,3 pl de cada uno de los dDNTP 0,125 mM
(Fermentas), 0,25 pl de TagDNA polimerasa 5 U/ul (Fermentas) y agua bidestilada hasta

completar el volumen final de reaccion.

Los primers usados en este punto fueron Salm 3  (5-
GCTGCGCGCGAACGGCGAAG-3) y Salm 4 (5°-TCCCGGCAGAGTTCCCATT-3).
Como blanco de reaccidn se usé la mezcla de reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado
por agua bidestilada estéril. Se incluyeron controles positivo (SP ATCC 13036) y negativo

(Citrobacter spp.).

111.5.5. Reaccion en cadena de polimerasa para gen Sdf segun Agron et al. (2001)

La reaccion de PCR se realizd en un termociclador (Ilvema T-18, Argentina)
amplificando el gen Sdf que permite la deteccion de SE. Los templados de ADN (5 ul)
fueron amplificados en un volumen final de reaccién de 25 ul que contenia 0,25 ul de cada
cebador 0,1 mM (Ruralex, Argentina), 2,5 pl de tampon 10X (Fermentas), 1,5 pl de MgCl,
1,5 mM (Fermentas), 0,5 pl de cada uno de los dADNTP 0,2 mM (Fermentas), 0,125 pl de
TagDNA polimerasa 5 U/ul (Fermentas) y agua bidestilada hasta completar el volumen

final de reaccion.
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Los primers empleados para este proposito fueron Sdf 1 SE 1063 Forward (5°-
TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3") y Sdf 1 SE Reverse (5°-
CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC-3"). Como blanco de reaccion se uso la mezcla de
reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron

controles positivo (SE ATCC 13076) y negativo (Citrobacter spp.).

111.5.6. Visualizacion de los productos de amplificacion

El producto de amplificacion, de ~284 pb para PCR segin Malorny et al. (2003 b),
de ~389 pb para la PCR segun Ferretti et al. (2001) y de ~293 pb para la PCR segun Agron
et al. (2001) fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa. Un volumen de 10 pl
fue sembrado en agarosa al 2 % (BioRad, Espafia) en tampon TBE (Tris-Acido borico-
EDTA) y se tifi6 con GelRed™ (Biotium, Hayward, California). Los productos de
amplificacion fueron visializados con un transiluminador UV (Model M-20, UVP inc.,
Upland, California). EI marcador de pb usado fue 100-bp Ladder (PB-L Products Bio-

Logicos, Buenos Aires, Argentina).

I11.6. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella spp. en muestras de pool

de CL y Y de huevos para consumo

Las muestras de CL y Y ensayadas fueron las que se obtuvieron al realizar el
aislamiento de Salmonella sp. en el punto 111.2.4. La deteccidon de sustancias inhibidoras
presentes en CL y Y se realizd en agar Mueller-Hinton (Britania, Argentina). Las cepas
ensayadas se detallan en la tabla 8. Como control del ensayo se utilizé la cepa de Bacillus

subtilis ATCC 6633.
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Tabla 8. Cepas utilizadas en el estudio de presencia de inhibidoresen CLy Y.

Cepa Origen Coleccidn de cultivo

Salmonella Enteritidis INTA PT 1 Aves EEA INTA Balcarce

Salmonella Typhimurium INTA 06/11 Aves EEA INTA Balcarce

Salmonella Pullorum INTA 90/142 Aves EEA INTA Balcarce

Salmonella Gallinarum INTA 03/121 Aves EEA INTA Balcarce
Bacillus subtillis ATCC 6633 - ATCC

ATCC: American Type Culture Collection

Todos los microorganismos fueron sembrados en CTS e incubados a 37 °C durante
16-18 h hasta lograr una concentracién de 10 UFC/ml. La plascas con cada una de las
cepas ensayadas, fueron sembradas con hisopo estéril y secadas durante 15 min,
posteriormente las mismas fueron inoculadas con 200 ul de muestras de CL o Y en pocillos
de 10 mm de didmetro e incubadas a 37 °C durante 24 h. Las zonas alrededor de los
pocillos que mostraron ausencia de crecimiento bacteriano (halo de inhibicién) fueron
cuantificadas. La prueba fue considerada positiva cuando existian halos mayores a 1 mm de

didmetro.

111.7. Amplificacion del ADNr 16S de cepas de Salmonella aisladas desde huevos para

consumo y comparacion de secuencias en bases de datos

I11.7.1. Muestras y extraccion de ADN y PCR para ADNr 16S

El ADNr 16S de 34 aislamientos compatibles con Salmonella spp. fue amplificado

mediante PCR. Antes de realizar la amplificacion, las cepas fueron sembradas en placas de
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SS e incubadas a 37 °C durante 24 h. A su término se realizé la extraccion del ADN por

ebullicion como se explica en el punto 111.3.5.

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador (MJ, Research). Los templados
de ADN (4,8 ul) fueron amplificados en un volumen final de reaccion de 60 pul el cual
contenia 3,6 pl de cada primers 0,1 uM, 12 pl de mix de reaccion (Promega) conteniendo
buffer para Taq Polimerasa 5X, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada uno de los dDNTP
(Promega) y 0,48 ul de TagDNA polimerasa 2 U/ul (Promega), y agua bidestilada hasta
completar el volumen final de reaccion. Los primers usados para este proposito fueron 27F

(5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5"-GGYTACCTTGTTACGACTT-3").

El producto de amplificacion de ~1.500 pb fue visualizado por electroforesis en gel
de agarosa. Un volumen de 5 ul fue sembrado en agarosa al 1 % en buffer TBE (Tris-Acido
bérico-EDTA) v tefiido con GelRed™ (Biotium, Hayward, California). Los productos de
amplificacion fueron observados en transiluminador UV (DyNA Light UV
Transiluminator, LabNet). ElI marcador de pb usado fue 100-bp Ladder (PB-L Products

Bio-Ldgicos, Buenos Aires, Argentina).

111.7.2. Purificacion del producto de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron purificados con un kit de purificacion
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Una vez purificados fueron sembrados en gel de agarosa 1 % Yy visualizados
con transiluminador UV (DyNA, LabNet). EI marcador de pb usado fue 100-bp Ladder

(PB-L Products Bio-LAgicos, Buenos Aires, Argentina).
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El producto de amplificacion purificado fue conservado en agua destilada esteril a

-70 °C hasta ser enviado para su secuenciacion a Macrogen Inc. (Republica de Corea).

111.7.3. Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron en BIOEDIT version 5.0.9™ (Hall, 1999).
Las comparaciones con las secuencias presentes se hizo en las bases de datos de acceso
publico con la herramienta de bdsqueda de alineamientos locales bésica (Basic Local

Alignment Search Tool, BLAST) provista por GenBank.

111.8. Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos

Se utilizo el método de difusidn en placa segun las recomendaciones del National
Committtee for Clinical Laboratory Standars (2008 y 2010). Se evaluaron 25 antibidticos
(OXOID, Inglaterra) de los cuales 10 son de uso en medicina veterinaria y 15 de uso en
medicina humana (Tabla 9). Para controlar la precision y la exactitud de las pruebas de

difusion se us6 como cepa control del ensayo Escherichia coli ATCC 25922.

A partir de 2 a 5 colonias bacterianas aisladas se prepard una suspension en CTS, se
incub6 a 37 °C de 2 a 4 h hasta alcanzar la turbidez del estandar equivalente al tubo 0,5 de
la escala de Mc Farland. La placas de agar Mueller-Hinton (MH; Difco, Estados Unidos)
fueron sembradas con hisopo estéril en todas las direcciones de manera de obtener un
crecimiento bacteriano en césped. Se dejaron secar aproximadamente de 3 a 5 min y luego
se colocaron los discos a ensayar con pinza estéril ejerciendo una leve presion en el agar

MH. A su término fueron incubadas a 37 °C durante 24 h.
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Tabla 9. Antimicrobianos evaluados frente a diferentes cepas de Salmonella aisladas desde

huevo para consumo de la provincia de Entre Rios.

Concentracion

Grupo de Antimicrobiano Antimicrobiano )
(ng/disco)
B-lactamicos AMP*} 10
B-lactamicos /Inhibidores de p- AMC* 30
lactamasas
NA* 30
Quinolonas CIP’:* 5
ENR 5
NOR™ 10
Tetraciclinas DO** 30
TE 30
icol Cc* 30
Fenicoles FEC™ 30
AK* 30
S* 300
Aminoglucésidos CN~* 10
K™ 30
N™ 30
KF™ 30
CFM* 5
Cefalosporinas CTX* 30
FOX* 30
CAZ* 30
Carbapenemes IMP* 10
Inhibidores de la via del folato SXT* 25
Glicilciclinas TGC* 15
Polimixinas CcT 10
Fosfonatos FOS™ 50

*Antimicrobianos usados en medicina humana. **Antimicrobianos usados en medicina
veterinaria. T Ampicilina es representativa para Amoxicilina

Referencias: AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, NA: Acido nalidixico, CIP:
Ciprofloxacina, ENR: Enrofloxacina, NOR: Norfloxacina, DO: Doxiciclina, TE: Tetraciclina, C:
Cloranfenicol, FFC: Florfenicol, AK: Amicacina, S: Estreptomicina, CN: Gentamicina, K:
Kanamicina, N: Neomicina, KF: Cefalotina, CFM: Cefixima, CTX: Cefotaxima, FOX: Cefoxitima,
CAZ: Ceftazidima, IMP: Imipenem, SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima, TGC: Tigeciclina, CT:
Colistina, FOR: Fosfomicina.

Materiales y Métodos 82



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

Para la lectura de los halos se tuvo en cuenta el area que no mostro desarrollo obvio
a simple vista; esto no incluye velo de crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser
detectadas so6lo con mucha dificultad en el borde de la zona de inhibicién (Galas y Pasteran,
2008). El diametro del halo de inhibicién de crecimiento fue medido con una regla (escala 1
mm) y la sensibilidad fue determinada segun las recomendaciones del NCLSI (2008 y
2010). En base a ello los microorganismos fueron clasificados como cepas sensibles, cepas

con sensibilidad intermedias o0 cepas resistentes.
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V. RESULTADQOS
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IV. RESULTADOS
IV.1 Caracteristicas fisicas y pH del huevo para consumo

IVV.1.1. Muestreo de huevos en supermercados

El 64 % de los huevos muestreados fueron de CB y el 36 % fueron de CM. Respecto al
envase de los huevos (figura 10), el maple de cartén de 6 huevos fue el mas frecuentemente
encontrado (60,6 %) seguido por la bolsa de polietileno con 6 huevos (17,7 %), los
envueltos en papel de diario con 6 huevos (10,2 %), el maple con 30 huevos (6,2 %) y los

maples de telgopor con 6 huevos (5,3 %).

Figura 10. Diferentes presentaciones de huevos comprados en supermercados de la provincia de
Entre Rios. A: Maple de carton de 6 huevos, B: Maple de telgopor de 6 huevos, C: Papel de diario

con 6 huevos; d: Bolsa de polietileno con 6 huevos y D: Maple de carton de 30 huevos
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El 32,1 % de los maples de carton de 6 huevos no presentaron ningun tipo de
etiqueta. Solo el 24,8 % de los maples presentaron etiqueta con marca y categoria, segun

peso del huevo (1 o 2) (Tabla 10).

Con respecto a los maples que presentaron etiquetado y especificacion de la
categoria de peso de huevo (Tabla 11), 132 envases pertenecieron a la categoria 1 y 4 a la
categoria 2. S6lo el 15,9 % de los envases etiquetados como categoria de peso de huevo 1,
contenian realmente huevos a dicha categoria. Por otro lado, el 22,7 %, 25,8 %, 9,1 %, 16
%, 4,5 % y 5,3 % de los envases etiquetados con categoria de peso 1, tuvieron 1, 2, 3,4,50
6 huevos que no correspondian a dicha categoria de peso, respectivamente. Sélo el 25 % de
los envases que presentaron etiqueta de categoria de huevo 2 contenian huevos realmente

de esa categoria. Por otro lado 1, 2 o 5 huevos estuvieron fuera de dicha categoria.

Tabla 11: Distribucion de los maples de carton con huevos para consumo de acuerdo a la

categoria por peso especificada en el rotulo y a su peso real.

Clasificacion N N° de huevos que no correspondian a la categoria especificada en el
por peso total maple /N° total de huevo del maple (%0)
segunel - oles  0/6 1/6 216 3/6 416 56 6/6
rotulo

21 30 34 12 22 6 7

caegorial 132 (15006) (227%) (258%) (91%) (167%) (45%) (53%)

. 1 1 1 1
Categoria 2 4 (25%) (25%) (25%) 0 0 (25%)
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Con respecto a los maples de telgopor, s6lo 24 maples, correspondientes a la ciudad
de Villa Elisa, presentaron la marca y la categoria de peso de huevo (50 g cada uno), pero el
peso etiquetado no correspondio al peso real de los huevos envasados. En general, los
mismos fueron mas pesados. Por otro lado, los huevos envasados en papel de diario, bolsa

de polietileno o en maple de 30 huevos no presentaron ningun tipo de etiqueta o marca.

1VV.1.2. Caracteristicas fisicas del huevo

Se encontraron diferencias significativas (P<0,05) con respecto a las caracteristicas
fisicas entre los huevos de CB y los de CM, considerando el numero total de huevos
analizados (Tabla 12). Los valores de PHC, PC, EC y ATH fueron mayores en huevos de

CM comparados con los de CB.

Tabla 12. Valores de las caracteristicas fisicas del huevo comercializados en
supermercados de Entre Rios en el total de huevos estudiados. Los valores representan el

promedio + el desvio estandar.

Caracteristicas N° total Valores de acuerdo al color de la cascara
externas del huevo de N° Cascara N° Cascara
huevos huevos blanca huevos marron
PHC (g) 5.424 3.475 59,3+ 6,1° 1.949 61,0£6,5°
PC (9) 2.712 1.764 6,7+0,7° 948 7,0+0,8"°
EC (mm) 2.376 1.440 0,40+ 0,04° 936 0,50+ 0,05°
% C 2.712 1.764 11,5+1,0% 948 11,6+1,0°
ATH (cm?) 5.424 3.475 71,0 + 5,32 1.949 72,0£5,3"

PH: peso de huevo; PC: peso de cascara, EC: espesor de céascara; %C: porcentaje de cascara; ATH: area total del huevo.
ElI PC, % Cy EC fueron evaluados en el 50% 50 %, and 44 % de los huevos estudiados respectivamente.

ab|_etras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0,05).
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IV.1.2.1. PHCy ATH

En la tabla 13 se observa que el PHC fue muy variable, presentando valores entre
36,2 gy 92,1 g para los huevos de CB y entre 34,0 g y 89,6 g para los huevos de CM. El
ATH presenté valores entre 50,0 cm? y 96,8 cm? para los huevos de CB y entre 47,9 cm? y

95 cm? para los huevos de CM.

De acuerdo al PHC, el 32 %, 53 %, 14 % y 1% correspondieron a las categorias 1S,
1, 2 y 3 respectivamente. Comparando el color de la cascara Y las categorias del PHC el 58
%, 67 %, 72 % y 87 % de los huevos de CB correspondieron a las categorias 1S, 1,2y 3
respectivamente (Tabla 14). Po otra parte en los huevos de CM el 42 %, 33 %, 28 % y 13 %

correspondieron a las categorias 1S, 1, 2 y 3, respectivamente (Tabla 14).

La mayoria de los huevos provenientes de las ciudades de Basavilbaso, Concordia,
Federal y San Salvador correspondieron a huevos de clase 1S. De acuerdo al color de la
cascara, se observo que la mayoria de los huevos en Basavilbaso y Concordia fueron
blancos, mientras que en Federal y San Salvador fueron de color marron. Los huevos de
clase 1 predominaron en las ciudades de Colon, Concepcion del Uruguay, Gualeguay,
Gualeguaychu, Rosario del Tala, San José, Villa Elisa, Villa Paranacito y Villaguay, siendo
la mayoria de ellos huevos de CB. La mayor cantidad de huevos de clase 2 se encontraron
en la ciudad de Federacidn, siendo la mayoria de ellos de CB. El coeficiente de variacion
(CV) en muestras de 6 huevos fue de 4,7 % y 6,3 % para el PHC en huevos de CB y CM,
respectivamente. Sin embargo el rango estuvo entre 0,4 % y 32,2 % para los huevos de CB

y1,1%Yy 21,6 % para los de CM.
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Los datos de las caracteristicas fisicas del huevo en las diferentes ciudades de Entre
Rios se muestran en las tablas 15 y 16. Solo hubo diferencias significativas (P <0,05) en
todos los parametros estudiados en la ciudad de Concepcion del Uruguay, mientras que en
las otras ciudades se presentaron diferencias significativas en sélo algunos de los
parametros evaluados. EI PHC mostro diferencias significativas de acuerdo a su color de
cascara en 9 ciudades. EI PHC fue mayor en los huevos de CM respecto a los de CB en 7

ciudades, mientras que en 3 ciudades se observo lo contrario.

El ATH fue significativamente diferente en 10 ciudades, los huevos con CM fueron

mas grandes gque los huevos de CB en 7 ciudades muestreadas.

IV.1.2.2. PC, EC, %C y limpieza de la cascara

El PC estuvo entre 4,1 g y 10,4 g para los huevos de CB y entre 4,9 gy 9,6 g para
los huevos de CM. El % C estuvo entre 7,5 % y 16,9 % para huevos de CB, mientras que
para los huevos de CM estuvo entre 7,7 % y 17,0 %. Por otro lado, el EC estuvo entre 0,3

mm y 0,6 mm para ambos tipos de cascara.

Por otro lado, el PC mostré diferencias significativas en 9 ciudades con respecto al
color de la céascara. Los marrones tuvieron un PC mayor con respecto a los huevos de
cascara marrén en 8 de estas 9 ciudades. EI EC fue significativamente diferente en 8
ciudades con respecto al color de la cascara (Tabla 16). Los huevos de CM tuvieron un EC
mayor que los huevos de CB en esas ciudades. Por otro lado, se observé diferencias

significativas en el % C en 9 ciudades con respecto al color de la cascara.
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Con respecto a la limpieza de la cascara, la mayoria de los huevos vendidos en
supermercados de la provincia de Entre Rios estaban limpios (Tabla 17). EI 1,1 % de los

huevos de CB y el 1,7 % de los huevos con CM presentaron su superficie sucia.

Tabla 17. Porcentaje de huevos con superficie sucia de acuerdo al color de la cascara.

N° de huevos con

Color de la cascara N° de huevos
superficie sucia (%)
Blanco 3.475 39 (1,12)
Marrén 1.949 34 (1,74)
Total 5.424 73 (1,35)

Los coeficientes de correlacion entre PHC y PC; PHC y %C; PHC y EC se muestran
en la tabla 18. En general los coeficientes de correlacion entre PHC y EC; PHC y PC fueron
positivos, independientemente del color de la cascara, pero fueron negativos entre PHC y
%C tanto para los huevos de CB como para los huevos de CM. No hubo una correlacion
significativa entre PHC y PC en las ciudades de Villa Paranacito (para ambos colores de
cascara) y Basavilbaso (para huevos de CM). Por el contrario, los coeficientes fueron
estadisticamente significativos (P <0,01) para ambos tipos de huevos en 11 ciudades de las
14 analizadas. En Basavilbaso y San José esta diferencia fue observada solamente en los

huevos de CB.
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Los coeficientes de correlacion entre PHC y %C no fueron estadisticamente
significativos en las ciudades de Colon y Rosario del Tala (para huevos de CB),
Basavilbaso, Federal, Gualeguaychi y San Salvador (para huevos de CM). En lo que
respecta al coeficiente de correlacion observado entre PHC y EC, éste fue estadisticamente

significativo en 13 de las 14 ciudades analizadas.

El coeficiente de correlacion fue significativamente positivo entre PHC y PC; PHC
y ATH, pero este fue significativamente negativo entre PHC y %C, independientemente de
la categoria por peso y del color de la cascara (Tabla 19). Estos coeficientes no mostraron
diferencia estadistica entre PC y %C para los huevos de la categoria 1, y entre PHC y PC
para los huevos de CB pertenecientes a la categoria 2. Sin embargo no pudo determinarse

este parametro para los de categoria 3 debido al bajo numero de muestras.
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I1VV.1.3. Determinacion de pH en el contenido de huevo para consumo

Los valores de pH para pool de clara y yema (CY); pool de clara (CL) y pool de

yema (YY) se muestran en la tabla 20.

Tabla 20. Valores de pH y color de yema en el contenido de huevos comercializados en
Entre Rios considerando el numero (N°) total de huevos estudiados. Los valores

representan el promedio + el desvio estandar.

Valores segun color de céscara

Caracteristicas de

) ) Huevos de Huevos de
calidad interna N N ) )
cascara blanca cascara marron
Color de yema 1.728 6,4 +1,4° 948 6,7+2,1°"
pH pool CY 540 7,6+04° 280 7,7+03°"
pH pool CL 83 8,9 +0,4° 61 9,1+0,4°
pH pool Y 83 6,3+ 0,5 61 6,5+ 0,5

a0 | etras distintas en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05).

CY: pool claray yema; CL: pool de clara; Y: pool de yema

Los valores promedios de pH fueron de 9, 8 y 6 para el pool de CL, CY y Y en
huevos de CB y CM. Por otro lado, el color de yema (CoY) mostro un valor promedio de 6
para huevos de CB y de 7 para huevos de CM. Solo se observo diferencias significativas en
el CoY y pH de CY entre los huevos blancos y marrones (P <0,05). Los huevos de CM

mostraron valores més altos para estos parametros con respecto a los huevos de CB.
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La tabla 21 muestra los valores obtenidos en aquellos parametros internos
analizados. En general, no hubo diferencias significativas en los valores de pH entre los
huevos de CB y los de CM. Se observaron diferencias significativas en los valores de pH de
pool de CY en los huevos muestreados en la ciudad de Colon y en el valor de pH de pool de
CL entre huevos de CB y CM muestreados en Villaguay. EI CoY fue significativo en 8
ciudades de la provincia de Entre Rios. Este pardmetro presentd valores mayores en huevos
de CB en las ciudades de Concordia, Federacion, Gualeguaychu y Villa Paranacito. Por
otro lado, en las ciudades de Federal, Gualeguay, San Salvador y Villa Elisa el CoY
presento valores mayores en los huevos de CM.

El rango del CoY estuvo entre 2-11 y 2-14 para los huevos de CB y CM,
respectivamente (Tabla 22). Los huevos muestreados en Villa Paranacito mostraron un bajo
rango, mientras que los muestreados en las ciudades de Basavilbaso, Gualeguaychu y Villa
Elisa mostraron un amplio rango en el CoY. Los coeficientes de variacion de las muestras
de 6 huevos para este parametro fueron en promedio del 10%, pero el rango de valores

estuvo entre 0 % y 40 % para los huevos de CB y entre 0 % y 31 % para los huevos de CM.
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IV.2. Estudio comparativo entre métodos bacteriologicos y PCR para la deteccidon de

Salmonella spp. en pool de CY contaminadas experimentalmente

Las muestras de CY usadas en este ensayo no presentaron crecimiento bacteriano ni

crecimiento de hongos antes de la inoculacion.

La recuperacion de Salmonella spp. desde el caldo TT y MKTTn fue igual tanto para
el dia 1 (1° siembra) como para el dia 5 (2° siembra). Los resultados expresados en este
apartado corresponden a los obtenidos en el dia 1. La especificidad fue de 1 en los métodos
bacterioldgicos y PCR estudiados. Los métodos bacterioldgicos ensayados (método CTSH
y método APT), presentaron el mismo valor de Se y Pr tanto en cepas mdviles como
inmoviles (Tabla 23). Por otro lado, en el método de PCR-CTSH y en el método de PCR-
APT, las serovariedades S. Enteritidis, S. Hadar y S. Gallinarum 03/121 (cepa inmovil)
mostraron valores mayores de sensibilidad y precision con respecto a las otras

serovariedades estudiadas.

Por otro lado, el VPP y VPN fue de 1 para todas las cepas ensayadas en ambos

métodos bacterioldgicos estudiados (Tabla 24).
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Para PCR-CTSH, el VPP fue de 1 para 4 de las cepas ensayadas. Para las restantes
cepas fue indeterminado. En PCR-APT, se observaron resultados similares para la mayoria
de las cepas ensayadas, a diferencia de SP ATCC 13036 que presentd VPP indeterminado

para este método.

El VPN fue 1 en PCR-CTS para SH, mientras que para las restantes cepas estuvo
entre 0,14 y 0,50. Por otro lado, en el método PCR-APT, se observaron resultados similares

para la mayoria de las cepas ensayadas, siendo de 1 en S. Gallinarum INTA 03/121.

Cuando se compararon los métodos ensayados se observo que hubo una excelente
concordancia entre los métodos bacterioldgicos usados tanto en cepas moviles como
inmoviles (Tabla 25). Sin embargo, cuando se analizé la concordancia entre cultivo vs.
PCR-CTSH Yy cultivo vs. PCR-APT los valores de k estuvieron entre 0,05 y 0,19, lo que
indica una concordancia pobre entre los métodos analizados, tanto para cepas mdviles
como inmoviles. Cuando se evalud la concordancia entre PCR-CTSH vs. PCR-APT, la

concordancia fue buena y muy buena para las cepas inmoviles y maéviles, respectivamente.
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Tabla 25. Coeficiente Kappa de las comparaciones entre los métodos de deteccion de

Salmonella spp. empleados en pool de clara y yema contaminada experimentalmente.

Cepas de Salmonella Comparacion entre métodos Coeficiente Kappa
CTSH vs. PCR-CTSH 0,19*
. APT vs. PCR-APT 0,14*
Moviles CTSH vs. APT 1,00%
PCR-CTSH vs. PCR-APT 0,87*
CTSH vs. PCR-CTSH 0,05
L APT vs. PCR-APT 0,09*
nmoviles CTSH vs. APT 1,00%
PCR-CTSH vs. PCR-APT 0,72*

* Indica que el coeficiente kappa es significativamente diferente de cero (P< 0,05).
CTSH: Pre-enriquecimiento en caldo tripteina de soja adicionado con hierro. APT: Pre-
enriquecimiento en agua peptona bufferada.

La tabla 26 y 27 muestran los limites de deteccidn observados tanto en las técnicas
bacterioldgicas como de PCR para las cepas ensayadas. Las técnicas bacterioldgicas fueron
utiles para detectar la dilucién mas baja en que fueron inoculadas la mayoria de las cepas
moviles e inmoviles estudiadas. Esto no sucedio para el caso de SE ATCC 13076 y SP
ATCC 13036 donde el limite de deteccion fue de 54 y 58 UFC/25 ml, respectivamente. Por
otro lado, en la técnica de PCR se observo variabilidad en los resultados. Solo se pudo
detectar SE (figura 11) y SH CUB 13/08, siendo su limite de deteccion de 54 y 6 UFC/25
ml, respectivamente. Con respecto a las cepas inmdviles, SG CUB 05/10 se pudo detectar
en la dilucién mas baja que se inoculé (5 UFC/25 ml), mientras que para SG INTA 03/121
el limite de deteccion fue de 10 UFC/25 ml (figura 12) y en SP ATCC 13036 fue de 5,8 x
10* para PCR-CTSH y de 5,8 x 10° para PCR-APT. Las cepas ST, Sl y SP INTA 90/142

(figura 13) no pudieron detectarse por PCR con ninguno de los métodos empleados.
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Tabla 26. Limite de deteccion de cepas de Salmonella moviles inoculadas en pool de clara

y yema (CY) para los métodos bacterioldgicos y PCR estudiados.

Metodologia para detectar Salmonella en pool de CY

Rango de contaminados experimentalmente
Cepas de Salmonella inoculacion (N° de muestras positivas/N° total de muestras)
(UFC/25ml) Cultivo PCR
CTSH! APT? CTSH APT
0 0/3 0/3 0/3 0/3
. 5,4 x 10 3/3 3/3 3/3 3/3
iTEgct:e ;';:;'; 5,4 x 102 33 33 33 33
5,4 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
5,4 x 10* 3/3 3/3 3/3 3/3
5,4 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
5 3/3 3/3 0/3 0/3
5,4 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
S. Typhimurium 5,4 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
ATCC 13311 54 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
5,4 x 10* 3/3 3/3 0/3 0/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
5 3/3 3/3 0/3 0/3
5,0 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
S Infantis 5,0 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
CUB 05/08 5,0 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
5,0 x 10* 3/3 3/3 0/3 0/3
5,0 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
6 3/3 3/3 3/3 3/3
6,2 x 10 3/3 3/3 3/3 3/3
6,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
S. Hadar 6,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
CUB 13/08 6,2 x 10* 3/3 3/3 33 3/3
6,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

ICTSH: Pre-enriquecimiento en caldo tripteina de soja adicionado con hierro.

2APT: Pre-enriquecimiento en agua peptona bufferada.
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Tabla 27. Limite de deteccion de cepas de Salmonella inmoviles inoculadas en pool de

claray yema (CY) para los métodos bacteriol6gicos y PCR estudiados.

Metodologia para detectar Salmonella en pool de CY

Rango de contaminados
Cepas de Salmonella inoculacion (N° de muestras positivas/N° total de muestras)
(UFC/25ml) Cultivo PCR
CTSH! APT? CTSH APT
0 0/3 0/3 0/3 0/3
6 0/3 0/3 0/3 0/3
S. Pullorum 5,8 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
ATCC 13036 5,8 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
5,8 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
5,8 x 10* 3/3 3/3 1/3 0/3
5,8 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
1,3x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
1,3 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
S. Pullorum 1,3 x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
INTA 90/142 1,3 x 10 3/3 3/3 0/3 0/3
1,3x 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
1,3 X 10° 3/3 3/3 0/3 0/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
1x10 3/3 3/3 0/3 3/3
1 x 10 3/3 3/3 0/3 3/3
s Gallinarum 1,0 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
INTA 03/121 1,0 x 10* 3/3 3/3 3/3 3/3
1,0 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
1,0 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
0 0/3 0/3 0/3 0/3
5 3/3 3/3 3/3 3/3
5,2 x 10 3/3 3/3 3/3 3/3
5,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3
S. Gallinarum 5,2 x 10° 3/3 3/3 33 3/3
CUB 05/10 5,2 x 10* 3/3 3/3 33 3/3
5,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

ICTSH: Pre-enriquecimiento en caldo tripteina de soja adicionado con hierro.

APT: Pre-enriquecimiento en agua peptona bufferada.
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Figura 11. Productos de amplificaciéon del gen invA por PCR para S. Enteritidis ATCC

13076.

I, 11, 1I: Ensayo con su duplicado y triplicado, respectivamente. A: Técnica PCR-CTSH; B: Técnica PCR-
APT; IAC: Control interno de amplificacion. M: marcador de pares de bases; B: blanco de reaccién; CN:
control negativo (Citrobacter sp); CP: control positivo (SE ATCC 13076); CA: control ensayo A; CB: control

ensayo B; Calles 1 a 5 corresponden a las diluciones 10, 10, 10, 10® y 10”.
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RRp————— ] 284 D
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Figura 12. Productos de amplificacion del gen invA por PCR para S. Gallinarum INTA
03/121.

I, I, 11I; Ensayo con su duplicado y triplicado, respectivamente. A: Técnica PCR-CTS; B: Técnica PCR-APT,;
IAC: Control interno de amplificacion. M: marcador de pares de bases; B: blanco de reaccion; CN: control
negativo (Citrobacter sp); CP: control positivo (SG INTA 03/121); CA: control ensayo A; CB: control ensayo

B; Calles 1 a 6 corresponden a las diluciones 10, 10, 10,10, 107 y 10,
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Figura 13. Productos de amplificacion del gen invA por PCR para S. Typhimurium ATCC

13311.

I, I, 11I; Ensayo con su duplicado y triplicado, respectivamente. A: Técnica PCR-CTS; B: Técnica PCR-APT,;
IAC: Control interno de amplificacién.; M: marcador de pares de bases; B: blanco de reaccién; CN: control
negativo (Citrobacter sp); CP: control positivo (ST ATCC 13311); CA: control ensayo A; CB: control ensayo

B; Calles 1 a 5 corresponden a las diluciones 10, 10, 10, 10® y 10™.

Resultados 112



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

IV.3. Aislamiento de Salmonella spp. en huevos para consumo

Se analizaron un total de 1.643 muestras. Del total de muestras analizadas, 29
fueron positivas a Salmonella spp. Cinco muestras fueron positivas en maples, 5 en céscara,
6enCY,6enCLYy7enY (Tabla 28). Se obtuvieron 67 aislamientos compatibles con

Salmonella spp., de los cuales solo pudieron serotipificarse 62 cepas.

Los aislamientos de Salmonella spp. obtenidos desde maples de 6 huevos
pertenecian a 4 ciudades de las 14 muestreadas (Tabla 28). En Concepcion del Uruguay, se
obtuvieron 3 aislamientos de los 60 maples analizados, donde 2 pertenecieron a la misma
muestra y fueron dos serovariedades distintas. En las ciudades de Colon, Gualeguaycha y
Rosario del Tala solo se obtuvo 1 aislamiento en cada una de ellas en el total de maples
analizados. Por otro lado, en 4 ciudades se obtuvieron aislamientos de Salmonella en las
muestras de cascara analizadas (Tabla 28). De un total de 68 muestras de pool de cascara
pertenecientes a la ciudad de Concordia s6lo 2 muestras fueron positivas, mientras que en
las ciudades de San Salvador, Rosario del Tala y Basavilbaso se obtuvo un aislamiento en
cada una de ellas en un total de 28, 12 y 20 muestras, respectivamente. Las cepas iasladas
desde maple y céscara pertenecientes a la ciudad de Rosario de Tala fueron obtenidas en

diferentes muestreos.
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Las muestras de CY fueron positivas solo en tres ciudades (Tabla 28). EI mayor
numero de aislamientos (4 de 28 muestras) se observd en huevos provenientes de San
Salvador, mientras que sola una muestra de 58 y una muestra de 59 resultaron positivas en
Gualeguaychu y Concepcion del Uruguay, respectivamente. Las muestras de CL y Y fueron

positivas en 14 muestras obtenidas en la ciudad de San Salvador.

Cuando se evalud la siembra al 1° y 5° dia después del enriquecimiento selectivo en
TT segin el tipo de muestra y los dos medios agarizados selectivos y diferenciales
utilizados, se observaron diferencias significativas en la variable sensibilidad para los
medios selectivos y diferenciales XLD y H (Tabla 29). La precision no se vio afectada por

el tiempo de incubacion en TT. La especificidad fue de 1 para ambos medios.

La sensibilidad del método de aislamiento en muestras de envases de huevos no
sufrio6 modificaciones (P>0,05) en relacién al tipo de medio agarizado empleado o al
tiempo de incubacién en TT. Con respecto a las muestras de C, el medio que presento
mejor sensibilidad fue el XLD en el dia 1 de siembra (0,60), mientras que ésta se vid
afectada en el dia 5 de siembra (P <0,05). Por otra parte la sensibilidad del método en el

medio H no sufrié modificaciones.

Cuando se evaluaron las muestras de CY, la sensibilidad para ambos medios
utilizados fue de 0,43 para H y 0,57 para XLD manteniéndose constante en ambos dias de
siembra. En CL, se observo que la sensibilidad del medio H aumenté significativamente en
el dia 5 de siembra con respecto al dia 1 (P <0,05), mientras que para XLD, la sensibilidad

fue de 1 en ambos dias de siembra. Comparando los medios en el dia 1 de siembra, se
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observo que XLD tuvo mejor sensibilidad con respecto a H (P <0,05). En las muestras de
Y, se observa que la sensibilidad del medio H aumenté significativamente en el dia 5 con

respecto al dia 1.

Tabla 29. Sensibilidad y Precision de los medios selectivos y diferenciales empleados en el
aislamiento de Salmonella en huevos para consumo segun el dia de siembra en caldo
Tetrationato (TT dia 1° o TT dia 5°). Los valores entre paréntesis indican el 95% de

confianza en los intervalos para los respectivos parametros.

(0,349-0,915)

(0,473-0,968)

(0,951-0,996)

Tioo de muestra Medio Sensibilidad Precision
P selectivo TT dia1° TT dia 5° TT dia 1° TT dia 5°
H 0,80%1 0,60%* 0,991 0,99%1
Envase (0,354-0,956) (0,223-0,881) (0,988-0,999) (0,984-0,998)
(6 huevos) YLD 0,60 0,40 0,99 0,99*
(0,223-0,881) (0,118-0,777) (0,984-0,998) (0,980-0,997)
5 0,0*! 0,40%1 0,081 0,991
Cascara (0,004-0,459) (0,118-0,777) (0,974-0,995) (0,980-0,997)
YLD 0,60%? 0,01 0,991 0,98%1
(0,223-0,881) (0,004-0,459) (0,980-0,997) (0,974-0,995)
H 0,43 0,43 0,99** 0,99*
Pool (0,157-0,755) (0,157-0,755) (0,977-0,996) (0,977-0,996)
Clara Yema YLD 0,57% 0,571 0,991 0,99%1
(0,245-0,843) (0,245-0,843) (0,980-0,997) (0,980-0,997)
5 0,021 0,66°1 0,961 0,98%1
Pool (0,004-0,410) (0,290-0,901) (0,912-0,980) (0,951-0,996)
Clara XLD 1,0%% 1,041 1,0%? 1,027
(0,590-0,996) (0,590-0,996) (0,975-0,999) (0,975-0,999)
H 0,291 1,071 0,961 1,041
Pool (0,085-0,650) (0,630-0,996) (0,921-0,985) (0,975-0,999)
Yema XLD 0,71%* 0,81%1 0,081 0,99%7

(0,962-0,998)

P\/alores con diferentes letras en la misma fila para cada parametro indican diferencia estadistica (P <0,05).
Y2\/alores con diferentes nimeros en la misma columna para cada parametro indican diferencia estadistica (P <0,05).
H: Agar entérico Hektoen. XLD: Agar xilosa lisina desoxicolato.
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IVV.3.1. Serotipificacion de los aislamientos de Salmonella spp. obtenidos desde huevos
para consumo

Los resultados de la serotipificacion se muestran en la tabla 30. Los 67 aislamientos
de Salmonella spp. fueron obtenidos desde 29 muestras. La prevalencia de Salmonella en
huevos para consumo fue del 1,8% (29/1.643) en la zona centro-este de la provincia de
Entre Rios. Todas las cepas fueron ingresadas al cepario del laboratorio de Sanidad Aviar

de la EEA Concepcidn del Uruguay.

Tabla 30. Serovariedades de Salmonella aisladas desde diferentes muestras de huevos para

consumo en la provincia de Entre Rios.

Serovariedades de Salmonella

Tipo de muestra o Formula antigénica
(N° de muestras positivas)
S. Muenchen (1) 6,8,d,1,2,[z67]
Envase S. Westhampton (1) 3,{10},{15},{15,34},0,5,t,[z37]
(6 huevos) S. Agona (2) 4,[5].f,s
S. Enteritidis (2) 9,m.-
S. Enteritidis (1) 9,m.-
S. Montevideo (1) 6,7,[14],9,m,[p],s,[1,2,7]
Céascara
S. Brandenburg (1) 4,[5],v,z15
S. Typhimurium (2) 4,[5],1,2
S. Gallinarum (1) 9,-,-
Claray Yema S. Enteritidis (1) 9,m.-
S. Typhimurium (4) 4,[5],1,2
Clara S. Typhimurium (6) 4,[5],1,2
Yema S. Typhimurium (7) 4,[5].1,2

Resultados 117



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

De todos los aislamientos de Salmonella encontrados en envases, 5 correspondieron
a envases de carton de 6 unidades, mientras que s6lo uno correspondié a una muestra de
envase de 30 huevos. En las 5 muestras de C positivas a Salmonella spp., se observé que 2
muestras correspondieron a envase de carton de 6 unidades, 1 correspondié a bolsa de

polietileno y 2 correspondieron a envases de 30 huevos.

Las cepas de SW y uno de los de las cepas de SA fueron encontradas en la misma
muestra de envase, siendo una de ellas aisladas en el 1° dia de siembra en agar selectivo

mientras que la otro serovariedad se aislé al dia 5°, respectivamente.

En el contenido de huevo se obtuvieron aislamientos de SE, SG y ST. Esta ultima
serovariedad fue aislada en 4 oportunidades desde CL y Y pertenecientes a la misma
muestra. Una unica muestra de CY fue positiva al igual que su correspondiente muestra de
pool de CL, mientras que los demas aislamientos s6lo se encontraron en un Gnico tipo de
muestra. La cepa de SE so6lo pudo ser aislada desde CY. Aunque se observo que la
superficie del huevo de la misma muestra presentaba suciedad, la cascara fue negativa al

aislamiento.
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IV.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de CL y Y de huevos

para consumo comercializados en la provincia de Entre Rios

IV.4.1. PCR para el gen invA (producto de 284 pb)

La amplificacion del gen invA fue especifica para el género Salmonella ya que en
las cepas no-Salmonella ensayadas no se observaron productos de amplificacion (Figura

14).

500
284

100

Figura 14. Prueba de especificidad de primers para Salmonella spp.

M: marcador de pares de bases; B: blanco de reaccién; CN: control negativo (Citrobacter freundii); CP:
control positivo (Salmonella Muenchen CUB 26/07). Calles A'y G corresponden a cepas de Proteus spp. y las

calles B,C,D,E,F,H,l,J y K corresponden a cepas de Citrobacter freundii.

En la tabla 31 se muestran los resultados de la PCR obtenidos en las muestras de
CY, CL y Y de huevos comercializados en la provincia de Entre Rios, comparados con los
aislamientos bacterioldgicos. EI numero de muestras positivas a la PCR fue menor con
respecto al aislamiento bacterioldgico. Sin embargo 2 muestras de CY positivas a PCR

fueron negativas al aislamiento y 3 muestras de CL positivas a PCR fueron negativas al
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aislamiento. Las cepas que fueron positivas a ambos métodos correspondieron a las

serovariedades SG (CY) y ST (1de CY y 1 de CL).

Tabla 31. Comparacion entre el cultivo en CTSH y la PCR en muestras de CY, CLy Y de

huevos para consumo de la provincia de Entre Rios.

N° total de Cultivo PER-CTSH
Muestras
muestras Positivos Negativos | Positivos  Negativos
Pool CY 451 6 445 4* 447
Pool CL 144 6 138 e 140
Pool Y 144 7 137 0 144

* 2 muestras fueron negativos al cultivo. ** 3 muestras fueron negativos al cultivo. PCR-CTSH: reaccion en

cadena de la polimerasa del pre-enriquecimiento en caldo tripteina de soja adicionado con sulfato de hierro.

IV.4.2. PCR para el gen invA (producto de 389 pb)

Las serovariedades SG INTA 88/322 y SH CUB 13/08 no amplificaron para esta
PCR. Ademas, la PCR amplifico cepas no-Salmonella y se observaron bandas inespecificas
en algunas de las cepas de Salmonella amplificadas (Figura 15).

Al evaluar este par de primers en las muestras de CY, CL y Y de huevos para
consumo de las ciudades de Entre Rios, se observo presencia de bandas inespecificas

(Figura 16).
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BCPCN12 345 6 7 8 M9 1011 121314 15 16 1718 1920

| 2080 pb

Figura 15. Prueba de especificidad de primers para gen invA en cepas de Salmonella spp. y

no-Salmonella.

B: Blanco de reaccion. CP: Control positivo (S. Enteritidis ATCC 13076). CN: Control negativo (Citrobacter
sp.). M: Marcador de pb. Calle 1: SE CUB 22/10. Calle 2: ST ATCC 13311. Calle 3: SG INTA 88/322. Calle
4: SP ATCC 13036. Calle 5: SP INTA 90/142. Calle 6: SG INTA 93/10. Calle 7: ST INTA 06/11. Calles 8 a
14 y 16 a 20: Citrobacter sp. Calle 15: SH CUB 13/08.

BCPCN1 2 3 4 5 6 7 8M 9 10 11 121314 15 161718 19 20
2080 pb

389 pb

Figura 16. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) en cepas de Salmonella spp. y

muestras de huevos para consumo humano.

B: Blanco de reaccion. CP: Control positivo (S. Pullorum ATCC 13036). CN: Control negativo (Citrobacter
sp.). M: Marcador de pb. Calle 1: ST INTA 06/11. Calle 2: SP INTA 90/142, Calle 3: SE INTA PT1. Calle 4:
SG INTA 88/322.; Calle 5: SG INTA 93/10. Calle 6: SI CUB 05/08. Calle 7: ST ATCC 13311. Calle 8:
Cascara 99. Calle 9: Cascara 435. Calle 10: CY 7; Calle 11: CY 85; Calle 12: CY 304; Calle 13: CL 408;
Calle 14: CL 511; Calle 15: CL 831 (1); Calle 16: CL 831 (2); Calle 17: CY 822; Calle 18: CL 751; Calle 19:
CL 863; Calle 20: M 204.
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De los dos juegos de primers usados para la amplificacion del gen invA, se observé
que el propuesto por Malorny et al. (2003) presentd una mejor especificidad para detectar
las cepas de este género. Por el contrario los primers propuestos por Ferretti et al. (2001)
amplificaron con cepas de Salmonella y no-Salmonella. Ademas se obtuvieron bandas
inespecificas de amplificacion.

IV.4.3. PCR para el gen Sdf de Salmonella Enteritidis

En la PCR para S. Enteritidis se evaluaron aquellas muestras que fueron positivas
para gen invA (~ 284 pb) pero que no se conocia a que serovariedad correspondian (8
muestras).

La amplificacion del gen Sdf fue especifica para la serovariedad Enteritidis en las
muestras controles utilizadas (Figura 17). Las muestras incégnitas evaluadas fueron
negativas a esta PCR. La cepa de SE aislada desde pool de CY (Tabla 30) no fue evaluada
mediante esta metodologia debido a que la PCR para el gen invA realizada en la muestra de

CY fue negativa.

2080 pb

293 pb

Figura 17. Prueba de especificidad de los primers para el gen Sdf en cepas de Salmonella

Enteritidis y Salmonella no-Enteritidis

B: Blanco de reaccion. CP: Control positivo (SE ATCC 13076). CN: Control negativo (Citrobacter sp.). M:
Marcador de pb. Calle 1: SP 90/142. Calle 2: SP ATCC 13036. Calle 3: SG 88/322. Calle 4: SG 93/10. Calle
5: SI CUB 05/08. Calle 6: ST ATCC 13311. Calle 7: SE CUB 22/10. Calle 8: SE CUB 45/10.
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IV.5. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella spp. en CL y Y de huevos
para consumo

Los resultados se muestran en la tabla 32 y figura 18. Mientras que la sensibilidad
de la cepa control del ensayo (Bacillus subtilis ATCC 6633) fue del 100 % para las

muestras de CL analizadas fue del 0 % para las muestras de Y.

Con respecto a las serovariedades inmoviles se observé que SP no presentd
inhibicién del crecimiento para ninguna de las muestras ensayadas. Sin embargo, SG
presento inhibicidn de crecimiento tanto en muestras de CL (39,30 %) como de Y (19,64
%). Por otro lado, las serovariedades moviles presentaron inhibicion de crecimiento pero en
bajo porcentaje. Mientras que el crecimiento de ST fue inhibido en ambos tipos de
muestras, con un porcentaje de 3,60 % y 1,80 % para las muestras de CL y Y,

respectivamente, SE mostré inhibicién de su crecimiento sélo en muestras de CL (1,80 %).

Las cepas aisladas en el presente trabajo desde muestras de CL y Y correspondieron
principalmente a cepas moviles (SE y ST) las cuales presentaron un bajo porcentaje de
inhibicion frente a estos componentes del huevo. Sin embargo la cepa inmdvil aislada desde

el pool de CY (SG) presento el mayor porcentaje de inhibicion frentea CLY Y.
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Tabla 32. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella en muestras de clara y
yema pertenecientes a huevos comercializados en la provincia de Entre Rios. Bacillus

subtilis ATCC 6633 fue utilizada como cepa control del ensayo.

N° de muestras positivas/N° total de muestras

Cepas Clara Yema

S. Typhimurium INTA 06/11 4/112 2/112
S. Gallinarum INTA 03/121 44/112 22/112
S. Pullorum INTA 90/142 0/112 0/112
S. Enteritidis INTAPT1 2/112 0/112
B. subtilis ATCC 6633 112/112 0/112

Figura 19. Presencia de inhibidores del crecimiento de Salmonella en muestras de clara y
yema pertenecientes a huevos comercializados en la ciudad de Federal.

A: Bacillus subtilis ATCC 6633; B: ST INTA 06/11, C: SE INTA PT1, D: SP INTA 90/142, E: SG INTA

03/121. Los pocillos 1 y 3 corresponden a muestras de clara y los pocillos 2 y 4 a muestras de yema.
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IV.6. Amplificacion del ADNr 16S en cepas de Salmonella aisladas desde huevos para

consumo y comparacion de secuencias en bases de datos

La secuenciacion se realizd en 34 cepas (Salmonella y no-Salmonella) aisladas
desde huevo para consumo de la provincia de Entre Rios. La figura 19 muestra la

amplificacion antes y después de la purificacion.

2.080 pb
1.500 pb

500 pb

100 pb

2.080 pb
1.500 pb

500 pb

100 pb

Figura 19. Amplificacién del ADNr 16S de cepas de Salmonella aisladas de huevos para
consumo de la provincia de Entre Rios, antes (A) y después (B) de la purificacion.

M: marcador de pb; CM: control mix de reaccién; Calle 1: S. Gallinarum CUB 05/10; Calle 2: S. Enteritidis
CUB 21/10; Calle 3: Cepa 389; Calle 4: ST CUB 61/10; Calle 5: ST CUB 31/10; Calle 6: SE CUB 45/10;
Calle 7: ST CUB 17/10; Calle 8: ST CUB 64/10; Calle 9: ST CUB 65/10; Calle 10: ST CUB 66/10; Calle 11:
ST CUB 67/10; Calle 12: ST CUB 70/10; Calle 13: ST CUB 71/10; Calle 14: ST CUB 72/10.
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La tabla 33 muestra el porcentaje de identidad de los aislamientos en relacion con
los encontrados en la base de datos. De los aislamientos analizados, se observo que con la
serotipificacion (Kauffmann-White) se pudo determinar la serovariedad de cada uno de
ellos, mientras que al comparar las secuencias del ADNr 16S en la base de datos en el
GenBank, no se pudo discriminar entre las diferentes serovariedades.

Cuando se analizaron los aislamientos de envases de huevos, se observo que los 2
aislamientos de SE (CUB 21/10 y CUB 45/10) presentaron un % de identidad muy variable
con su respectiva serovariedad (desde 88 % hasta un 99 %). Ademas hubo otras
serovariedades que presentaron un alto % de identidad con dichos aislamientos (Tabla 33).
Por otro lado, los aislamientos de SM (CUB 26/07) y SW (CUB 31/10) presentaron un %
de identidad del 99% con mas de 1 serovariedad. Sin embargo, ninguna de las secuencias
analizadas de estas serovariedades correspondié con la serovariedad tipificada por el
esquema de Kauffmann-White. Con respecto al andlisis de las secuencias de los dos
aislamientos de SA, se observo un % de identidad diferente, de 87 % y 99 % con su
respectiva serovariedad para las cepas CUB 37/08 y CUB 07/10, respectivamente, pero
ademas presentaron alta homologia con otras 4 serovariedades. Por otro lado, se analizaron
dos aislamientos que presentaban un perfil bioquimico compatible con Salmonella sp. pero
sin produccién de H,S en TSI y LIA. Estos presentaron un 99 % de identidad con
Enterobacter sp.

De las cepas aisladas desde cascara, se observd que solo una cepa de ST (CUB
72/10) presentd un 100 % de identidad con la serovariedad tipificada por serologia. La cepa

de SB (CUB 08/10) no present6 identidad con su respectiva serovariedad a diferencia de SE
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(CUB 73/10) qué presentd un % de identidad muy variable con su respectiva serovariedad.
Por otro lado, ST (CUB 17/10) presento un 99 % de identidad con serovariedades como S.
Enteritidis, S. Dublin y S. Gallinarum, mientras que con su respectivo serovar se observo un
98 % de identidad.

En las muestras de CY, S. Gallinarum (CUB 05/10), present6 un 99% de identidad
con su respectiva serovariedad, aunque también se observé el mismo porcentaje con las
serovariedades S. Dublin, S. Enteritidis y Salmonella sp. Los 17 aislamientos de ST
tipificados por serologia en muestras de CY, CL y Y, presentaron un 99 % de identidad con
las serovariedades S. Typhimurium, S. Dublin, S. Agona, S. Paratyphi B y S. enterica
subespecie enterica.

Las cepas CUB 60/10, CUB 61/10, CUB 63/10, CUB 64/10 y la cepa 389
presentaron un perfil bioquimico compatible con Salmonella spp. y fueron positivas para el
gen invA segun la metodologia de Malorny et al., (2003). Aungue no pudieron ser
tipificadas por serologia, se observd que presentaron un 100% y 99% de identidad con S.
Typhimurium y con otras serovariedades S. Dublin, S. Agona, S. Paratyphi B y S. enterica

subespecie enterica.
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IVV.7. Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos

La sensibilidad a diferentes antimicrobianos fue evaluada en 67 aislamientos de

Salmonella de huevo para consumo (Tabla 34).

Tabla 34. Aislamientos de Salmonella de huevos para consumo utilizados en las pruebas

de sensibilidad a los antimicrobianos de uso en medicina humana y veterinaria.

Serovariedadades N° Aislamientos
S. Typhimurium 47
S. Enteritidis 9
S. Agona 2
S. Gallinarum 1
S. Muenchen 1
S. Brandenburg 1
S. Westhampton 1
Cepas no serotipificadas* 5
TOTAL 67

*Cepas que no pudieron tipificarse por serologia pero que fueron positivas a Salmonella spp.
mediante PCR y que por secuenciacion del ADNr 16S mostraron entre un 99% y 100% de identidad
con Salmonella Typhimurium. A los fines practicos los resultados de las pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos de los aislamientos no tipificados (5) seran mostrados junto con los de los

aislamientos de ST (47) haciendo un total de 52 aislamientos.
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Los aislamientos de ST y SE presentaron diferentes sensibilidades a los
antimicrobianos ensayados (Tabla 35, figura 20). Dentro del grupo de los B-lactamicos y B-
lactamicos + inhibidores de las B-lactamasas, el 100 % de los aislamientos fueron sensibles
a AMC. Por el contrario, el 46,2 % de los aislamientos de ST fueron sensibles a AMP
mientras que el 77,8 % de los aislamientos de SE fueron sensibles al mismo antimicrobiano

(Tabla 35).

Con respecto al grupo de las quinolonas (NA, NOR, CIP, ENR), la mayoria de los
aislamientos fueron sensibles a los antibidticos de este grupo. EI 100 % de los aislamientos
de ambas serovariedades fueron sensibles a CIP. El 88,5 %, 92,3 % y 98,1 % de los
aislamientos de ST fueron sensibles a ENR, NA y NOR, respectivamente. Sin embargo, el

100 % de los aislamientos de SE fueron sensibles a NOR y el 88,9 % a NA y ENR.

Los aislamientos de ST presentaron un alto patron de resistencia a las tetraciclinas,
donde el 67,3 % fue resistente a DO y el 94,3 % a TE. Por otra parte el 100 % de los
aislamientos de SE fueron sensibles a TE y el 55,6 % a DO. Con respecto a los fenicoles (C
y FFC), mas del 94 % de los aislamientos de ST fueron sensibles a C, mientras que el 100

% de los aislamientos de SE fueron sensibles a FFC y el 88,9 % a C.

En el grupo de los aminoglucosidos, todas los aislamientos (ST y SE) fueron
sensibles a CN (100 %), mientras que el 80,8 % de los aislamientos de ST y el 88,9 % de
los aislamientos de SE fueron sensibles a AK. El 66 % de los aislamientos de SE fueron
sensibles a K, mientras que solo el 37 % de los aislamientos de ST fueron sensibles al

mismo antimicrobiano. Mas del 66 % de los aislamientos de ST y SE mostraron una
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sensibilidad intermedia a N. Mientras que el 98,1 % de los aislamientos de ST fueron

resistentes a S, el 100 % de los aislamientos de SE fueron sensibles a dicho antimicrobiano.

En el grupo de las cefalosporinas, se evaluaron las de 1° generacion (KF), 2°
generacion (FOX) y 3° generacion (CAZ, CTX y CFM). El 50 % de los aislamientos de ST
y el 55,5 % de los aislamientos de SE fueron sensibles a KF. Sin embargo, el 33 % de los
aislamientos de SE fueron resistentes ha dicho antimicrobiano. El 88,5 % y el 100 % de los
aislamientos de ST y SE, respectivamente, fueron sensibles a FOX. El 69 % de los
aislamientos de ambas serovariedades fueron sensibles a CFM y CAZ. Menos del 23 % de
los aislamientos de ambas serovariedades fueron sensibles a CTX y el 444 % de

aislamientos de SE fueron resistentes a ese antimicrobiano.

En el grupo de carbapenemes, el 100 % de los aislamientos de ambas
serovariedades fueron sensibles a IMP. En el grupo de los inhibidores de la via del folato,
el 78,8 % de los aislamientos de ST y el 100 % de los aislamientos de SE fueron sensibles a
SXT. Para los grupos de glicilciclinas (TGC) y fosfonatos (FOS), méas del 88 % de los
aislamientos de ambas serovariedades fueron sensibles. En el grupo de las polimixinas, el
51,9 % y el 46,2 % de los aislamientos de ST fueron sensibles 0 mostraron sensibilidad
intermedia a CT, respectivamente. EI 100 % de los aislamientos de SE fueron sensibles a

este antimicrobiano.
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Tabla 35. Sensibilidad de 52 aislamientos de S. Typhimurium y 9 de S. Enteritidis frente a
diferentes antimicrobianos de uso en medicina humana y veterinaria.

Porcentajes de cepas Sensibles (S), Intermedias (1) y

_ . _— . Resistentes (R)
Grupo de Antimicrobianos Antimicrobiano

Salmonella Typhimurium Salmonella Enteritidis
S | R S | R

B-lactamicos AMP*+ 46,2 40,4 13,4 77,8 11,1 11,1

B-lactamicos /Inhibidores de AMC* 1000 0.0 0.0 1000 0.0 0.0
B-lactamasas

NA* 92,3 1,9 5.8 88,9 11,1 0,0

Quinolonas CIP: 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0

ENR 88,5 11,5 0,0 88,9 11,1 0,0

NOR™ 98,1 0,0 1,9 100,0 0,0 0,0

Tetraciclinas Do: 0,0 32,7 67,3 55,6 22,2 22,2

TE 3,8 1,9 94,3 100,0 0,0 0,0

Fenicoles C*M 94,2 0,0 5.8 88,9 0,0 11,1

FFC 98,1 1,9 0,0 100,0 0,0 0,0

AK* 80,8 15,4 3,8 88,9 0,0 11,1

S* 0,0 19 98,1 100,0 0,0 0,0

Aminoglucdésidos CN* 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0

K™ 36,5 55,8 7,7 66,7 22,2 111

N~ 3,8 78,8 17,4 11,1 66,7 22,2

KF™ 50,0 42,3 7,7 55,5 11,2 33,3

CFM* 75,0 9,6 15,4 77,8 0,0 22,2

Cefalosporinas CTX* 21,2 55,7 23,1 22,3 33,3 44,4

FOX* 88,5 7,7 3,8 100,0 0,0 0,0

CAZ* 69,2 23,1 7,7 88,9 11,1 0,0

Carbapenemes IMP* 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0

Inhibidores de la via del SXT* 78.8 19.3 19 1000 0.0 0.0

folato

Glicilciclinas TGC* 98,1 1,9 0,0 88,9 0,0 11,1

Polimixinas cT” 51,9 46,2 1,9 100,0 0,0 0,0

Fosfonatos FOS™ 98,1 1,9 0,0 88,9 0,0 11,1

*Antimicrobianos usados en medicina humana. **Antimicrobianos usados en medicina
veterinaria. T Ampicilina es representativa para Amoxicilina

Referencias: AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, NA: Acido nalidixico, CIP:
ciprofloxacina, ENR: Enrofloxacina, NOR: Norfloxacina, DO: Doxiciclina, TE: Tetraciclina, C:
Cloranfenicol, FFC: Florfenicol, AK: Amicacina, S: Estreptomicina, CN: Gentamicina, K: Kanamicina, N:
Neomicina, KF: Cefalotina, CFM: Cefixima, CTX: Cefotaxima, FOX: Cefoxitima, CAZ: Ceftazidima, IMP:

Imipenem, SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima, TGC: Tigeciclina, CT: Colistina, FOR: Fosfomicina.
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Figura 20. Sensibilidad a diferentes antimicrobianos de uso en medicina humana (Ay B) y

veterinaria (C y D) en S. Typhimurium CUB 70/10.

1: CAZ, 2: AMC, 3: CTX 4: S, 5: CN, 6: NA, 7: IPM, 8: TGC, 9:AMP, 10: C, 11: CFM, 12: SXT, 13: AK,

14: FOX, 15: CIP, 16: KF, 17:ENR, 18: CT, 19: FFC, 20: FOS, 21: DO, 22: K, 23: NOR, 24: N, 25: TE.
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El aislamiento de Salmonella Gallinarum fue sensible a la mayoria de los
antibioticos ensayados s6lo mostrando una sensibilidad intermedia a CTX. Por otro lado, el
aislamiento de S. Brandenburg fue resistente a FFC y mostré sensibilidad intermedia a
TGC, ENR, N y K. El aislamiento de S. Westhampton mostro sensibilidad intermedia a un
gran numero de antibidticos (CAZ, AK, CFM, FOS, CT, ENR, DO, TE y NOR) y fue
resistente a CTX, NA, S, N y K. El aislamiento de S. Muenchen fue resistente a CTX,
FOX, AK, N y Ky mostré sensibilidad intermedia a CAZ, AK y DO.

Uno de los aislamientos de S. Agona present6 resistencia a CTX, DO, N y K,
mientras que el otro aislamiento presentd sensibilidad intermedia a DO, CT, KF, AK y

CAZ.

El 96 % de los aislamientos de ST y en el 55,6 % de los aislamientos de SE
ensayadas mostraron multirresistencia a dos o méas antimicrobianos pertenecientes al mismo
0 a diferentes grupo de antimicrobiano. Cinco patrones de multirresistencia fueron

observados en los aislamientos de SE (Tabla 36).

Tabla 36. Patrones de multirresistencia en S. Enteritidis aislada desde huevos para

consumo humano en la provincia de Entre Rios.

N° Antibioticos Patron de resistencia N° de cepas
2 CTX,K 1
CTX,TGC,N 1
3 AK,KF,N 1
4 AMP,CFM,KF,DO 1
C,CFM,KF,FOS 1
TOTAL 5
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En los aislamientos de ST, se observaron 27 patrones de multirresistencia, donde el

mas prevalente fue el patron S-DO-TE (Tabla 37).

Tabla 37. Patrones de multirresistencia en S. Typhimurium aislada desde huevos para

consumo humano en la provincia de Entre Rios.

N° Antibioticos Patron de resistencia N° de cepas

CTX,S
2 SN
STE

S,AMP,TE
SCT,TE
CTX,S, TE
S,DO,TE

Wk RANR

[EEN
w

CTX,S,CFM,TE
S,KF,DO,TE
CAZ,S,DO,TE
4 S,.DO,TE,N
CTX,S,DO,TE
S,DO,TE,K
S,AMP,DO,TE

CTX,S,DO,TEK
S,AK,DO,TE,N
S,C,CFM,DO,TE
CAZNASSDO,TE
S,AMP,KF,DO,TE
CTX,S,DO,TE,N

CAZ,CTX,S,AK,CFM,TE
S,AMP,KF,DO,TE,N
S,C,CFM,SXT,DO,TE
CAZ,CTX,S,DO,TE,N

CTX,S,FOX,C,CFM,DO,TE
7 S,C,CFM,SXT,KF,DO,TE
NA,S,AMP,FOX,CFM,DO,TE

PR R RPRPRPRPNNRPRPRPRPRLRONRPRRRRR

TOTAL

N
»

AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico, NA: Acido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, ENR: Enrofloxacina, NOR:
Norfloxacina, DO: Doxiciclina, TE: Tetraciclina, C: Cloranfenicol, FFC: Florfenicol, AK: Amicacina, S: Estreptomicina, CN:
Gentamicina, K: Kanamicina, N: Neomicina, KF: Cefalotina, CFM: Cefixima, CTX: Cefotaxima, FOX: Cefoxitima, CAZ: Ceftazidima,
IMP: Imipenem, SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima, TGC: Tigeciclina, CT: Colistina, FOR: Fosfomicina.

Resultados 137



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

Los aislamientos compatibles con Salmonella spp. que no pudieron tipificarse (5),
que fueron informados dentro del grupo de los aislamientos de ST, presentaron patrones de
multirresistencias. Tres aislamientos presentaron dos patrones de multirresistencia similares
a los observados en los aislamientos de ST, los cuales correspondieron a S-TE en un

aislamiento y S-DO-TE en los otros dos aislamientos.
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V. DISCUSION
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V. DISCUSION

V.1. Caracteristicas fisicas del huevo para consumo

V.1.1. Caracteristicas de calidad externa y envasado de huevos para consumo

En este estudio se describen algunas caracteristicas de calidad externa e interna de
los huevos comercializados en el centro-este de la provincia de Entre Rios. A pesar de la
gran variedad de huevos disponibles en el mercado, el consumidor debe tener en cuenta que
las caracteristicas de los mismos no son iguales (Jones et al., 2010). Los consumidores
poseen una confusion entre calidad de huevo y tamafio del huevo. Algunas personas creen
que cuanto mas grande es el huevo es de mejor calidad (Jacob et al., 2008). Por otro lado, el
envase de los huevos esté vinculado al tipo de consumidor (Anénimo, 2009) y en nuestro
estudio diferentes tipos de envases fueron analizados. El papel de diario es cominmente
utilizado por las personas de Entre Rios para envolver los huevos en paquetes de 6 para su
posterior venta al publico. Las diferentes areas de Entre Rios en donde fueron realizados los
muestreos presentaron una gran variedad de envases de huevos. Similares resultados fueron
encontrados por Koelkebeck et al. (2001) en diferentes estados de Estados Unidos.

Con respecto a la limpieza de la superficie de los huevos, la mayoria de ellos se
encuentran limpios cuando son puestos por la gallina, pero pueden contaminarse
posteriormente con materia fecal u otro material extrafio (Jacob et al., 2008). Incluso,
implementando buenas practicas de manejo en las granjas y manteniendo un extremo
cuidado, un pequefio porcentaje de huevos presentan, de todas maneras, su superficie sucia.
Los productores deberian tener en cuenta que los huevos sucios estdn cubiertos con

bacterias que podrian causar su deterioro si ingresan dentro del mismo. Por ello, se
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recomienda que los huevos sucios estén separados de los huevos limpios, los cuales
deberian ser envasados en materiales limpios. Tanto en el sitio de produccion como de
procesamiento, el lavado del huevo podria realizarse a fines de minimizar el ingreso de
bacterias a través de la cascara (United State Departament of Agriculture, 2000).
Afortunadamente, los huevos con cascara sucia que estaban en venta al publico en la
provincia de Entre Rios eran escasos. Sin embargo, no sabemos si los huevos fueron o no

lavados antes de ser envasados.

Se conoce que el PHC estd genéticamente vinculado a los tres componentes
principales del huevo: céscara, clara y yema. Zita et al. (2009) y Shi et al. (2009)
informaron que el PHC incrementa en todos los genotipos de gallinas ponedoras con la
edad, la nutricion y el medio ambiente, los cuales estan relacionados con la calidad de la
cascara. Por otro lado, Wall et al. (2010) demostraron que el PHC no estaba afectado por la
dieta o el genotipo de la gallina ponedora. Bell et al. (2001) compararon huevos
tradicionales marrones y blancos y no encontraron diferencias para PHC. En nuestro
estudio, no se conocia la edad de las gallinas ponedoras, su nutricién y su medio ambiente,
pero observamos que el PHC, PC y EC fueron mayores en los huevos de CM que en los de
CB. Resultados similares fueron informados por Jones et al. (2010) en diferentes tipos de
huevos comercializados en un mismo establecimiento en ciudades de Estados Unidos.
Ademas, demostraron que el CV del PHC en muestras de 6 huevos presentaba valores bajos
indicando que no habia una buena homogeneidad. En nuestro estudio se observo que en los
huevos analizados el rango en los CV del PHC fue amplio lo que concuerda con lo

informado por Jones et al. (2010). Por otro lado, menos del 30% de los envases rotulados
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contenian huevos pertenecientes a la categoria informada, por lo que seria adecuado
implementar y/o mejorar el proceso de clasificacion de los huevos para consumo y
establecer un control mas estricto del PHC antes de que sean puestos a la venta en los

supermercados de Entre Rios.

Sekeroglu y Altuntas (2009) describieron que la correlacion entre PHC vy la calidad
de céscara era inconstante, con rango de valores que van de negativos a positivos. En el
estudio de esta tesis se observé que la correlacion entre PHC y EC y entre PHC y ATH fue
positiva, mientras que la correlacion entre PHC y %C fue negativa. Esto implica que a

medida que aumenta el PHC aumenta el EC y el ATH, mientras que el % C disminuye.

Con respecto a la clasificacion del huevo por su peso, este puede variar segun el
pais. En Canada, el tamafio de los huevos (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2003) es clasificado en pequefio (42,0-48,9 g), medio (49,0-55,9 g), grande (56,0-
63,9 g), extra grande (64,0-69,9 g) y jumbo (>70,0 g). Esta clasificacion es muy similar a la
usada en Estados Unidos (United State Department of Agriculture, 2000), donde los huevos
son clasificados en cuanto a su peso en medio (49-56 @), grande (56-65 @), extra grande
(65-70 g) y jumbo (>70 g). Los huevos de tamafio medio, grande y extra grande son los
mas comunmente disponibles. Esto concuerda con lo encontrado en este trabajo de tesis, ya
que la mayoria de los huevos disponibles en los supermercados del centro-este de Entre

Rios correspondieron a los tamafios grande (grado 1S) y medio (grado 1).

La calidad de la céascara puede ser determinada por la gravedad especifica de la

cascara, PC o EC (Messens et al., 2005). Estas caracteristicas han sido dificiles para
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establecer debido a la naturaleza variable de los huevos (Jones y Musgrove, 2005).
Generalmente se cree que las gallinas ponedoras de huevos de CM son maés pesadas que las
ponedoras de huevos de CB, y que ponen huevos mas grandes y con mejor calidad de la
clara, pero con cascara mas delgada. Scott y Silversides (2000) demostraron que huevos de
CM fueron mas pesados que los de CB, debido a que los primeros tenian mas cascara y
clara. Los resultados en este trabajo de tesis fueron similares a los encontrados por estos

autores, aunque para el EC fue mayor en los huevos de CM que en los de CB.

V.1.2. Color de Yemay pH en pool de clara y/o yema

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 subsecuente aumento de pH en el contenido del huevo (Akyurek y Okur, 2009).
Biladeau y Keener (2009) demostraron que el pH de la CL y de la Y se incrementaba o se
mantenia en el tiempo entre valores de 8,0 y 9,5y 5,9 y 6,3, respectivamente, lo cual
concuerdan con los resultados de este trabajo de tesis. Ademas, Scott y Silversides (2000)
mostraron que el pH de la CL es el misma en ambos tipos de huevos (CM y CB), al igual
que los resultados obtenidos en este trabajo de tesis. Akyurek y Okur (2009) observaron
que el incremento de pH de la CL (de 7,92 9,2) y Y (de 5,8 a 6,2) se debe a la temperatura
y tiempo de almacenamiento, y que este incremento del pH fue mayor a 20 °C que a 4 °C.
Esta alcalinizacion de la CL asegura la proteccion del contenido del huevo contra la

contaminacion bacteriana (Reijrink et al., 2008).
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El CoY ha sido considerado como una importante caracteristica de la calidad del
huevo. En efecto, los consumidores tienden a asociar el CoY de color amarillo fuerte a
naranja con buena salud (Wall et al., 2010). Debido a que el maiz es usado en la dieta de
las gallinas ponedoras en muchos paises, como en el nuestro, el consumidor a menudo
percibe los huevos por el color de la yema. En las gallinas ponedoras, el CoY es una
consecuencia de los pigmentos consumidos en el alimento y a la transferencia de pigmentos

acumulados en la piel y patas cuando las aves son inmaduras (Leeson and Summers, 2005).

La pigmentacion de la Y depende de la acumulacion de carotenoides, tales como
xantofilas (Wall et al., 2010). EI maiz contiene mayor concentracion de este pigmento
comparado con otros cereales, aunque altos niveles de pigmentacién se pueden lograr con
ingredientes naturales, mediante la alimentacion con alfalfa o harina de gluten de maiz. Al
consumidor lo que mas le interesa es el CoY para la preparacion de determinados platos,
sobre todo en aquellos en donde la Y es claramente visible tales como huevos fritos o
hervidos (Hernandez et al., 2002). Las preferencias del consumidor para el CoY varian
entre paises y a veces entre regiones de un mismo pais. Por ejemplo, en los Estados Unidos,
el rango de CoY va de 7 a 10 en la escala de color de DSM, mientras que en otros paises
como Europa o Asia, prefieren valores de CoY mas elevados, entre 10 a 14 (Galobart et al.,
2004). En este trabajo de tesis se observo diferencias significativas en el CoY con respecto
al color de la cascara. El rango de CoY fue muy variado segun la escala de DSM, desde 2 a

14, pero el promedio estuvo entre 6 y 7.
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Por otro lado, Hernandez et al. (2002) estudiaron la percepciéon del consumidor
europeo y encontraron que el CoY es importante para la mayoria de los consumidores en
los paises encuestados, y que todos los huevos de un mismo envase o aquellos que se
venden al mismo tiempo poseian el mismo o similar CoY. Es por eso que ellos
consideraron a la homogeneidad como un indicador de buena calidad. En este trabajo se
observo que en una misma muestra (6 huevos) el CV promedio para el CoY fue del 10%
indicando una buena homogeneidad. Sin embargo, el rango de CV fue amplio por lo que es
de esperar que el CoY no posea una buena homogeneidad en algunos de los envases de

huevo puestos a la venta para el consumidor.

V.2. Estudio comparativo entre dos métodos de cultivo bacteriologicos y molecular
(PCR) para la deteccion de Salmonella spp. en pool de CY contaminadas

experimentalmente

Con respecto a los métodos bacteriol6gicos empleados (métodos CTSH y método
APT), se observé una recuperacion de todas las diluciones inoculadas en las muestras
ensayadas, y comparando ambos métodos se obtuvo un indice k de 1, lo que nos indica una
excelente concordancia entre ambos métodos. Es por ello que se podria utilizar cualquiera
de ellos en la recuperacion de diferentes serovariedades de Salmonella en pool de contenido
de huevo. En nuestro caso, esta comparacion fue de utilidad para escoger el método de
busqueda de Salmonella en huevos de supermercados siendo el método CTSH el elegido
para este fin. Eyigor et al. (2010) compararon las técnicas 1ISO 6579 y FDA/BAM con una

RT-PCR (real time PCR, por sus siglas en inglés) pero en una matriz diferente (carne roja 'y

Discusion 145



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

de aves contaminadas naturalmente), y demostraron que ambas técnicas bacterioldgicas

fueron similares, independiente del tipo de carne.

Bansal et al. (2006) investigaron la precision y aplicacion de ensayos basados en
PCR que puedan ser usados después del enriquecimiento en APT para examinar de rutina
alimentos contaminados naturalmente por Salmonella spp. Ellos encontraron que los
resultados de PCR estuvieron en perfecto acuerdo con los resultados obtenidos en los
métodos de cultivo estandares. Piknova et al. (2002) encontraron resultados positivos a
PCR desde 1 a 10 UFC/25g en muestras de alimentos contaminadas artificialmente con SP,
lo que se correspondi6 con los resultados obtenidos por el método de cultivo tradicional.
Pérez et al. (2008) evaluaron dos métodos de PCR en pool de clara y yema contaminadas
con SE, ST, SP y Salmonella Choleraesuis, y observaron que todas las muestras inoculadas
fueron positivas al cultivo, mientras que de 14 muestras inoculadas, 5 fueron negativas a
PCR. Ellos atribuyen estos resultados a la presencia de inhibidores o interferentes de la
amplificacion de ADN en la muestra, como puede ser el exceso de proteinas. Por ello
recomiendaron un paso especifico inicial de desnaturalizacion de las proteinas en la
extraccion del templado. En este trabajo de tesis, en la PCR se observd que,
independientemente de la serovariedad (mdvil o inmovil), hubo falsos negativos en las
muestras inoculadas con ST ATCC 13311, SI CUB 05/08 y SP 90/142, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Pérez et al. (2008). Li y Mustapha (2002) evaluaron 4
métodos de extraccion de ADN (uno por ebullicion y 3 métodos comerciales) pero en una
matriz diferente a la usada en nuestro ensayo y encontraron que el templado de ADN podia

obtenerse adecuadamente desde los cultivos puros de ST, pero que la calidad de éste
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variaba dependiendo del tipo de alimento evaluado (carne picada o de pollo). Estos autores
concluyeron que los constituyentes de los alimentos, tales como compuestos organicos,

fenélicos, glucogeno, grasa y Ca*?, podrian interferir con la reaccion de PCR.

Oliveira et al. (2002) evaluaron la deteccion e identificacion de Salmonella por PCR
en muestras avicolas en cultivos mixtos. A partir del caldo de enriquecimiento (Rappaport
Vassiliadis) realizaron la PCR y determinaron el limite de deteccion, siendo para ST de 2
UFC/25 ml, para SE de 5 UFC/25 ml, para SG de 1,1 x 10° UFC/25 ml y SP de 1,8 x 10°
UFC/25 ml. En este trabajo de tesis, si bien la matriz fue diferente y se tomaron muestras
para PCR del caldo de pre-enriquecimiento (CTSH y APT), el limite de deteccién en 25 ml
de CY contaminadas con diferentes serovariedades de Salmonella fue de 54 UFC para SE,
de 5,8 x 10* UFC para SP ATCC 13036 y de 5 UFC para SG CUB 05/10 en ambas PCR. El
limite de deteccién para SG INTA 03/121 fue de 1 x 10° UFC en PCR-CTSH y de 10 UFC
en PCR-APT. Lo antes mencionado permite afirmar que las técnicas de aislamiento
convencionales tuvieron mejor sensibilidad y precision para detectar las cepas inoculadas

en contenido de huevo comparadas con la técnica de PCR.

V.3. Aislamiento y deteccion de Salmonella en muestras de huevos para consumo

Gast y Holt (1995) demostraron que la deteccion de SE en pooles de huevos
inoculados con bajo niumero de esta serovariedad e incubados en caldo de enriquecimiento
permite maximizar su deteccién. Por otro lado, observaron que el contenido de pooles de
huevos suplementados con sulfato ferroso (FeSO,4) mejora la deteccidn de esta serovariedad

en el contenido de huevo. En este trabajo de tesis se aislaron no sélo SE del contenido de
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huevo, sino también otras serovariedades como SG y ST, usando un medio de pre-
enriquecimiento adicionado con FeSQOy,

Betancor et al. (2010) estudiaron la presencia de Salmonella spp. en 620 pooles de
20 huevos cada uno. Cincuenta y ocho pooles de contenido fueron positivos para
Salmonella, lo que indicd una prevalencia del 9,3%. Dichos aislamientos pertenecieron a
diferentes serovariedades tales como SD (39 aislamientos), SG (9 aislamientos), SE (8
aislamientos), y SP (2 aislamientos). Ademas, observaron que en 5 de las 13 granjas se
aislaron méas de una serovariedad y que SD fue la serovariedad mas frecuente en todos sus
aislamientos aunque no lograron explicar a que se debe la alta prevalencia de esta
serovariedad. En este trabajo de tesis se aislé Salmonella en 19 pooles de contenido de
huevo, los cuales pertenecieron a las serovariedades ST (17 aislamientos), SE (1
aislamiento) y SG (1 aislamiento). A diferencia de los resultados obtenidos por Betancor et
al. (2010) la serovariedad mas frecuentemente aislada en las muestras de contenido de
huevo analizadas en este trabajo de tesis fue ST. Datos similares fueron informados por
Begum et al. (2010) quienes aislaron ST y SE del contenido de huevos de granja y de
consumo.

Mancera Martinez et al. (2005) analizaron 400 huevos de 10 marcas comerciales,
donde sélo obtuvieron una muestra positiva para SE en Y de huevo. Por otro lado,
Alexandre et al. (2000) evaluaron la deteccion de SE en muestras de productos avicolas de
consumo humano en la Region Metropolitana de Chile, donde analizaron Y y C. Sélo
obtuvieron una muestra de Y positiva a dicha serovariedad y todas las muestras de C fueron

negativas al aislamiento bacterioldgico. Datos similares fueron observados en este trabajo
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de tesis, ya que solo se obtuvo una muestra positiva en el contenido de huevo (CY) para
SE. A diferencia de estos resultados, Radkowski (2001) investigé la frecuencia de
Salmonella spp. en huevos para consumo en 1.200 huevos en Polonia y no obtuvo
aislamientos en el contenido de los mismos.

Del total de envases analizados en este trabajo de tesis, se observé que el 1,3% de
los mismos fueron positivos al aislamiento de Salmonella, correspondiendo
antigénicamente a 4 serovariedades distintas (SM, SW, SA y SE), y en una muestra de
envase se aislaron dos serovariedades distintas (SM y SW), teniendo en cuenta el dia de
siembra de TT (dia 1 o dia 5). Por su parte Viora et al. (1993) encontraron que el 50% de
los envases de los 100 analizados fueron positivos a Salmonella sp., correspondiendo
antigénicamente a SE todas las cepas aisladas.

Al analizar las muestras de cascara, De Franceschi et al. (1999) estudiaron 7.760
huevos provenientes de granjas de la zona oeste del Gran Buenos Aires y no encontraron
Salmonella sp. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chousalkar et al. (2010)
quienes evaluaron 500 huevos y no detectaron este microorganismo tanto en el contenido
de huevo como en la céscara, a diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, donde
se encontré un 1,1% de muestras positivas para dicho microorganismo en muestras de
cascara. Garcia et al. (2009) evaluaron la presencia de Salmonella sp. en hisopados
cloacales, heces y huevos de gallinas ponedoras, obteniendo un total de 65 muestras
positivas, de las cuales 46 correspondieron a heces, 2 a hisopados y 17 a cascara de huevo,
evidenciando el riesgo de contaminaciéon horizontal (suelo, heces, ambiente,

almacenamiento inapropiado, etc). Todos estos aislamientos correspondieron a SE.
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Murchie et al. (2007) evaluaron 5.018 muestras de 6 huevos donde s6lo 2 muestras
de céascara (0,04%) fueron positivas a Salmonella sp., siendo SI y SM las serovariedades
aisladas. Los resultados de serotipificacion de los aislamientos de cascara en este trabajo de
tesis, revelaron la presencia de ST (2 muestras), SE, SB y SMo.

Ahktar et al. (2010) aislaron SE (8 aislamientos) y otras serovariedades (2
aislamientos) en el contenido de huevo. En contraste con los resultados obtenidos por estos
autores, en este trabajo de tesis se aislaron 3 serovariedades diferentes en el contenido de
huevo (ST, SE y SG), siendo ST la serovariedad mas frecuente.

Gantois et al. (2008) demostraron que tanto SE como ST pueden colonizar el tejido
del tracto reproductivo e infectar los huevos en formacién en el oviducto, previa a la
ovoposicion. Pero una caracteristica importante que puede contribuir a la asociacion
epidemioldgica de SE con huevos es su capacidad para sobrevivir en la clara a 42 °C. Si
bien en nuestro estudio, obtuvimos un mayor numero de aislamientos de ST, esta
serovariedad esta asociado en menor grado con el huevo, respecto a SE.

Por otro lado, a pesar de que la tasa de transmision vertical cumple un papel
significativo en la epidemiologia de la enfermedad producida por SG, se sabe que la
presencia de la bacteria en huevos provenientes de gallinas infectadas es relativamente baja.
Se ha encontrado que sélo alrededor de un 3% de los huevos puestos por gallinas infectadas
estaban contaminados (Chacana y Terzolo, 2003; Oliveira et al., 2005). En este trabajo de
tesis sélo se obtuvo un aislamiento en pool de CY de las 451 muestras analizadas, lo que

concuerda con la baja incidencia expuesta por dichos autores.
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Los métodos de deteccion directa de los genes de virulencia de Salmonella pueden
resultar Utiles para la identificacion del patdgeno. La mayoria de las cepas del género
Salmonella poseen el gen invA lo que le confiere la capacidad para invadir las células
epiteliales (Chia-Ling et al., 2007). En este trabajo de tesis la amplificacion del gen invA
permitio incluir dentro de este género a aquellos aislamientos que no pudieron ser

serotipificados.

Zahraei Salehi et al. (2005) evaluaron la especificidad de primers (139-141) que
amplifican el gen invA en aislamientos de Salmonella de carcasas de parrilleros. Los 30
aislamientos probados y el control positivo fueron positivos a la PCR. Ademas estos
investigadores evaluaron otros géneros bacterianos (Citrobacter freundii, Shigella boydii, E
coli O, Ky, y Proteus mirabilis) los cuales dieron negativos a PCR. Resultados similares
fueron obtenidos por Jenikova et al. (2000) quienes evaluaron en muestras de alimentos la
especificidad de otros primers (invAl-invA2) dirigidos al mismo gen invA. Para ello
utilizaron 4 géneros no-Salmonella (Klebsiella pneumoniae, E. coli, Citrobacter freundii y
Enterobacter cloacae) y 17 serovariedades diferentes de Salmonella. Ellos demostraron que
las especies no-Salmonella fueron negativas a la reaccion mientras que todas las
serovariedades de Salmonella fueron positivas. Resultados similares fueron obtenidos en
este trabajo de tesis, cuando evaluamos la especificidad de los primers con cepas de
Proteus sp. y Citrobacter freundii, ya que ninguna de estas especies genero el producto de

amplificacion.
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Una de las limitaciones de los métodos de PCR, para la deteccion de patdgenos
alimentarios, es la inhibicion de la enzima Tag polimerasa por los componentes del mismo
y la presencia de bajo numero de microorganismos blanco por g de alimento, lo cual puede
generar resultados FN. Este problema fue superado por la incorporacion de caldos de
enriquecimiento que permiten recuperar bacterias dafiadas y diluir algunas sustancias
inhibitorias presentes en la matriz incrementando de esta manera la sensibilidad de la
reaccion (Saroj et al., 2008). En contraposicion, los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis mostraron un gran namero de FN en muestras pre-enriquecidas analizadas por PCR lo
cual estuvo fuertemente relacionado con el tipo de serovariedad inoculada

experimentalmente.

Loongyai et al. (2010) evaluaron muestras de huevos provenientes de diferentes
tipos de granja para la deteccion de Salmonella en contenido de huevo (39) y de céscara
(39) por métodos bacterioldgicos y PCR usando el par de primer 139-141. Ellos observaron
que todas las muestras dieron negativas al aislamiento, mientras que por PCR obtuvieron
dos muestras de cascara positivas. En este trabajo de tesis, nuestros resultados demuestran
que el mayor nimero de aislamientos en las muestras de CY, CL y Y fueron positivas por
cultivo a diferencia de los resultados obtenidos por PCR a partir del pre-enriquecimiento

(CTSH) utilizando el mismo par de primers.

Oliveira et al. (2002, 2003) evaluaron por PCR 103 muestras de campo para
detectar Salmonella a nivel de género con el par de primer 139-141 y compararon en

paralelo el método convencional de aislamiento vs. PCR-RV (PCR de caldo Rappaport
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Vassiliadis). Estos investigadores observaron que 41 muestras fueron positivas a PCR-RV
mientras que al aislamiento solo lo fueron positivas 18 muestras. En contraposicion, en
nuestro trabajo de tesis se obtuvieron un mayor numero de muestras positivas por
aislamiento que por PCR, aunque algunas muestras solo fueron positivas a PCR. Oliveira
et al. (2002, 2003) obtuvieron un mayor nimero de muestras positivas a PCR, a diferencia

de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis.

La sensibilidad de la PCR varia de acuerdo a los diferentes métodos de obtencion
del templado de ADN, ya sea por una incompleta lisis de la célula o debido a pérdidas del
templado entre los pasos de obtencion del mismo. Por ello los métodos basados en ADN
para la deteccion de Salmonella necesitan adaptarse a los tipos de muestra y a la variacion
de niveles de contaminantes especificos y no especificos presentes en la muestra (Riyaz-Ul-
Hassan et al., 2004). Esto explicaria en cierto modo el bajo nimero de muestras positivas
en este trabajo de tesis. Existen otros primers, los cuales amplifican el gen invA, pero dando
un producto de amplificacion distinto al par de primer 139-141 (Malorny et al., 2003b).
Ferretti et al. (2001) desarrollaron un método basado en PCR para la deteccion de
Salmonella sp. en alimento, donde utilizaron los primers Salm3-Salm4, que amplifican una
region del gen invA, dando un producto de amplificacion de 389 pb. Ellos evaluaron este
juego de primers en muestras de salame y observaron que los mismos pueden detectar
diferentes serovariedades de Salmonella y que la sensibilidad del método no se incremento
después de 8 h de enriquecimiento de la muestra en APT. En nuestro trabajo de tesis, al
utilizar este juego de primers observamos que algunas cepas de Salmonella no

amplificaron.
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Ziemer y Steadham (2003) evaluaron la especificidad de primers de Salmonella en
varias especies de bacterias intestinales, entre los cuales utilizaron los primers Salm3-
Salm4 y observaron productos de amplificaciones no especificas en muestras de materia
fecal y en bacterias asociadas al intestino. Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por estos autores, ya que al evaluar la especificidad de estos primers, se
observaron productos de amplificacion inespecificos en cepas de Salmonella y ademas se

observo reaccion positiva con cepas de Proteus spp.

Los juegos de primers evaluados (130-141 y Salm3-Salm4) nos permiten identificar
al género Salmonella sin poder determinar la serovariedad. Existen primers que permiten
identificar la serovariedad involucrada directamente en una muestra problema. Agron et al.
(2001) analizaron tres juegos de primers Sdf I, Sdf Il y Sdf 11l para la deteccion de SE y
observaron que el primer Sdf | no amplificé en 73 cepas no-SE. Sin embargo las 14 cepas
de SE generaron el producto de amplificacion esperado (~300 pb). También fue
determinada su especificidad con otras cepas ATCC no-Salmonella como Proteus
mirabillis, Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes y Providencia rengeri y ninguna de
estas cepas dieron reaccion positiva a la PCR. Nuestros resultados fueron altamente
comparables con los obtenidos por Agron et al (2001), ya que soOlo observamos
amplificacion en las cepas de SE en las cepas utilizadas como controles positivos. Al
analizar las muestras que habian dado positivas al gen invA, no se observd producto de
amplificacion para los primers utilizados. Todo ello sugiere que dichas muestras positivas

al gen invA contenian material genético pertenecientes a otros serovares distintos a SE.
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V.4. Presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano en CL y Y de

huevos para consumo

Los efectos de inhibicidn del crecimiento bacteriano pueden deberse a la presencia
de sustancias inhibidoras propias del huevo o bien a residuos de ATB. De Franceschi et al.
(1999) evaluaron el efecto inhibidor de la CL y Y de huevo en un cultivo de SE. Ellos
observaron que la CL inhibio la multiplicacion de SE actuando como bactericida hasta los 7
dias de postura y como bacteriostatico hasta los 15 dias de postura, mientras que en las
muestras de Y no se observé dicho efecto. En este trabajo de tesis mostramos que el efecto
de inhibicién de crecimiento fue dependiente de la serovariedad ensayada tanto en CL
como en Y. Ademas, los resultados obtenidos para la cepa de SE ensayada concuerdan con
lo informado por De Franceschi et al. (1999) en muestras de Y.

Los ATB poseen diferente distribucion en el contenido del huevo. Se conoce que el
grupo de las tetraciclinas pueden encontrarse tanto en CL como en Y (Roudaut et al., 1989;
Kan y Petz, 2000). Por otra parte, el grupo de los macrolidos, quinolonas y nitrofuranos
muestran mayores niveles en la CL (Kan y Petz ,2000; Alm El Dein y Elbearon, 2010).
Ademas, se sabe que tanto la CL como la Y poseen un gran nimero de proteinas con efecto
antimicrobiano (Kovacs-Nolan et al., 2005). Si bien en este trabajo de tesis no se determino
el tipo de sustancia inhibidora presente en el contenido del huevo, se observé que la CL

presentd mayor efecto inhibitorio que la Y frenta a las cepas ensayadas.
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V.5. Amplificacion del ADNr 16S de cepas de Salmonella aisladas de huevos para

consumo y comparacion de secuencias en bases de datos

Lin and Tsen (1996) utilizaron primers para la deteccion especifica de Salmonella
basados en el gen ARNr 16S los cuales no resultaron ser especificos para este género, ya
que hibridizaban con Citrobacter, Klebsiella y Serratia. Trkov y Avgustin (2003)
mejoraron la especificidad de estos primers para la deteccién de Salmonella spp. Tasi-Hsin
et al. (2005) disefiaron un par de primers a partir de las secuencias IG para la deteccién
especifica de Salmonella, y observaron que dichas regiones podrian ser usadas para el
disefio de sondas o primers para PCR especificos en la deteccién de Salmonella, ya que esa
secuencia no fue encontrada en otros geéneros estrechamente relacionados tales como
Citrobacter, Shigella, Enterobacter, etc. En este trabajo de tesis, al realizar la
secuenciacion del ADNr 16S (primers 27F-1492R) en cepas de Salmonella aisladas de
huevos para consumo, las cuales estaban tipificadas segin el esquema de Kauffmann-
White, observamos que hubo cepas que poseian una identidad mayor al 99 % y en otros
casos del 87 % y 88 %. Sin embargo, a pesar que no se pudo determinar la serovariedad por
medio de esta técnica, todas las cepas secuenciadas presentaban identidad con el género
Salmonella. Cuando se avaluaron las secuencias de dos aislamientos no tipificadas que no
producian H,S en TSI, ambas dieron una identidad del 99% con cepas del género

Enterobacter.

La comparacién de genomas completos aporta la exactitud de las relaciones
evolutivas. Rodicio y Mendoza (2004) plantean que cepas con menos del 97 % de identidad

en las secuencias de sus ADNr 16S es improbable que lleguen a estar relacionadas a nivel
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especie. Esto implica que la secuenciacion del ADNr 16S no aportard siempre una
identificacion definitiva a nivel de especie. Sin embargo, los resultados de este trabajo de
tesis muestran que distintas serovariedades de Salmonella comparten un % de identidad
entre el 87 % y el 88 % para un mismo aislamiento. A pesar que la secuenciacion del ADNr
16S se esta utilizando cada vez mas para la identificacion de bacterias en laboratorios de
microbiologia, no existen directrices aceptadas para el uso de la técnica o para la
interpretacion de los datos de las secuencias. Dadas las limitaciones de la técnica para
algunos taxones, las bases de datos de secuencias en constante expansion y complejidad
taxondmica y la imprecision en algunas bases de datos, existen algunas recomendaciones
para el uso de la secuenciacion del ADNr 16S en la identificacion de bacterias. El uso de la
secuenciacion del ADNr 16S es frecuentemente elegido en aquellas cepas que no pueden
ser identificadas con precision mediante pruebas fenotipicas en laboratorios de
microbiologia. Sin embargo, como se sabe que ciertos grupos de bacterias presentan
dificultades para la identificacion por secuenciacion del ADNr 16S, estas bacterias deben

ser excluidas (Woo et al., 2008).

V.6. Pruebas de sensibilidad a diferentes antimicrobianos usados en medicina humana

y veterinaria

En el grupo de B-lactamicos, Ruiz B et al. (2006) evaluaron la susceptibilidad a
AMP y AMP/Sulbactam en diferentes cepas del género Salmonella aisladas en granjas de
gallinas ponedoras comerciales observando un 100% de sensibilidad. Suresh et al. (2006)
encontraron resistencia a AMP en el 100 % de las cepas de Salmonella aisladas en huevo.

Esaki et al. (2004) observaron que aproximadamente el 20% de las diferentes
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serovariedades de Salmonella aisladas en alimentos para animales (vacuno, porcino y aves),
mostraron una resistencia del 30,5% a AMP. En este trabajo de tesis el 50% de los
aislamientos de ST y el 70% de los aislamientos de SE fueron sensibles a AMP., mientras
que, el 100 % fue sensible a AMC. Hoszowski y Wasyl (2002) observaron un 60,6% de
resistencia a AMP en cepas de ST aisladas de animales y alimentos , mientras que solo el

3,2% de SE fueron resistentes al mismo antimicrobiano.

Para el grupo de las quinolonas, Akoachere et al. (2009) y Esaki et al. (2004)
informaron una marcada susceptibilidad a este grupo de antimicrobianos en cepas del
género Salmonellas aisladas desde alimentos para aves y animales de produccion. Esto
concuerda con nuestro resultado tanto para ST como para SE. En contra posicion,
Hoszowski y Wasyl (2002) observaron un 45,5% y 12,8% de resistencia a NA y ENR,
respectivamente en ST, mientras que en aislamientos de SE observaron un 22,1% y 8,4%
de resistencia a NA y ENR, respectivamente. Ambas serovariedades fueron susceptibles a

CIP. Suresh et al. (2006) encontraron un 40% de cepas de SE resistentes a NA.

Por otro lado, Ruiz B et al. (2006) y Suresh et al. (2006) observaron una
sensibilidad del 100% para TE en cepas de SE aisladas de huevos , lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en este trabajo. Por otra parte, mas del 90 % de los aislamientos de
ST fueron resistentes a TE, igual que lo informado por Hoszowski y Wasyl (2002) y Miko
et al. (2005). Mantilla et al. (2010) observaron un 35% de cepas resistentes a DO. Similares
resultados observamos en los aislamientos de SE (22,2 %), mientras que, ST presentd un

alto porcentaje de cepas resistentes a este antimicrobiano (67,3 %).
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Los resultados en este trabajo de tesis concuerdan con los obtenidos por Ruiz B et
al. (2006) para C, a diferencia de lo encontrado por Khan et al. (2000), Hoszowski y
Wasyl (2002), Esaki et al. (2004) y Miko et al. (2005). Ademés, Kahn et al. (2000)
observaron gue cepas que fueron resistentes a C también lo fueron para FFC. Por su parte,
Mantilla et al. (2010) encontraron en cepas moviles del grupo D aisladas en gallinas
ponedoras comerciales, que solo una cepa fue resistente a C mientras que 13 (65%) fueron
resistentes a FFC. Por otra parte, Yang et al. (2002) observaron que ningun aislamiento de

ST y SE presentaron resistencia a FFC.

Diversos autores encontraron una sensibilidad cercana o igual al 100% para AK 'y
CN (Hoszowski y Wasyl, 2002; Esaki et al., 2004; Miko et al., 2005; Musgrove et al.,
2006; Ruiz B et al., 2006; Suresh et al. 2006; Graziani et al., 2007), lo que concuerda con
los hallazgos en este trabajo de tesis.. Ademas, Graziani et al. (2007) encontraron una alta
resistencia a S. Por su parte, Hoszowski y Wasyl (2002) observaron un alto porcentaje de
cepas de ST resistentes a S mientras que en SE el porcentaje de resistencia fue menor al
9%. En este trabajo de tesis observamos un bajo porcentaje de aislamientos de ST y SE
resistentes a K, lo que concuerda con lo encontrado por Hoszowski y Wasyl (2002). Por su
parte, Mantilla et al. (2010) informaron un 30% de cepas resistentes al mismo
antimicrobiano. Suresh et al. (2006) detectaron un 100% de cepas sensibles a N en
diferentes serovariedades de Salmonella, a diferencia de lo encontrado en este trabajo de

tesis (alto porcentaje de cepas con sensibilidad intermedia).
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Ruiz B et al. (2006) encontraron una sensibilidad del 100% para CAZ y CTX en
Salmonella no Typhimurium, a diferencia de lo observado en este trabajo, donde el 88,9 %
y 22,3% de los aislamientos de SE fueron sensibles a los mismos antibidticos,
respectivamente. Esaki et al. (2004) observaron una alta sensibilidad para el grupo de las

cefalosporinas en cepas de Salmonella spp.

Todas las cepas de Salmonella estudiadas fueron sensibles al grupo de los
carbapenemes de manera similar a los lo informado por Ruiz B et al. (2006). Por otra
parte, Akoachere et al. (2009) describieron alta resistencia a SXT en cepas de ST, mientras
que, Miko et al. (2005) observaron un alto porcentaje de cepas resistentes a sulfametoxazol
en diferentes serovariedades de Salmonella. Estos resultados no concuerdan con los
observados en este trabajo, ya que el 78% de los aislamientos fueron sensibles a este
antimicrobiano. Resultados similares a los nuestros fueron informados por Hoszowski y
Wasyl (2002), Esaki et al. (2004), Ruiz B et al. (2006), Suresh et al. (2006), Graziani et al.

(2007) y Mantilla et al. (2010).

En este trabajo de tesis no se encontrd multirresistencia en los aislamientos de SA a
diferencia de lo informado por Learn-Han et al. (2008) quienes de un total de 48
aislamientos de esta serovariedad (tanto de aves como de diferentes vegetables), 34
aislamientos mostraron resistencia a E seguido, de mayor a menor % de resistencia, a TE,
S, NA, AMP, C, SXT, CTX, KF, CN y CIP. Diferentes combinaciones de resistencia a
estos antimicrobianos fueron dieron lugar a 12 perfiles de mulirresistencia informados por

los autores antes mencionados.
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Mantilla et al. (2010), evaluaron la sensibilidad a diferentes antimicrobianos de 11
cepas de SG aisladas en gallinas ponedoras comerciales, las cuales presentaron una
resistencia mayor al 40% para Amoxicilina, DO, FFC y TE mientras que para S presentaron
un 100% de resistencia. Ademas mas del 45 % de las cepas fueron sensibles a CTX, C,
FOS, Ky SXT. Estos resultados difieren de los obtenidos en este trabajo de tesis, ya que se
donde se observd que el aislamiento de SG fue sensible a casi todos los antimicrobianos
ensayados, solo se observé sensibilidad intermedia a CTX. Para obtener una informacion
mas confiable sobre el estado de resistencia de las cepas de SG en la zona de estudio, seria

necesario realizar una evaluacion de un mayor nimero cepas de este biovar.

La deteccion y monitoreo de la multirresistencia de ST y SE es importante para
mejorar la eleccion del antimicrobiano adecuado para el tratamiento de salmonelosis y para
evaluar el riesgo de expansion de cepas multirresistentes (Yang et al., 2002). Por lo
mencionado anteriormente, es importante estudiar los perfiles de resistencia de ST tanto de
origen humano como animal, ya que permitira una mayor comprension de la epidemiologia
de los clones involucrados (Grazziani et al. 2007). En este trabajo de tesis se observé un
alto porcentaje de cepas de ST multirresistentes (96%). Resultados similares fueron
observados por Akoachere et al. (2009) quienes observaron el fendmeno de
multirresistencia en 38 cepas de 75 aislamientos de esta misma serovariedad. Grazziani et
al. (2007) observaron multiresistencia en ST tanto de origen humano como de origen

animal.
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Ademas en nuestro trabajo de tesis informamos 5 patrones de multirresistencia en
aislamientos de SE. Resultados similares fueron informados por Suresh et al. (2006)
quienes encontraron 6 patrones diferentes de multiresistencia en 26 cepas de SE aisladas en

cascara de huevo y 3 patrones diferentes en cepas de SE aisladas en huevos almacenados.
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VI. CONCLUSIONES

» Los valores de PHC, PC, EC, %C, ATH, CoY y pH de pool de CY en el total de

huevos estudiados fueron diferentes entre los huevos de CM y de CB.

» Los dos métodos bacterioldgicos analizados no presentaron diferencias entre si en
cuanto a la capacidad discriminatoria y el limite de deteccion para Salmonella, pero
si presentaron diferencias con la técnica de PCR utilizadas. Por ello, los métodos de

aislamiento resultaron mas adecuados par la deteccion de Salmonella spp.

> La prevalencia de Salmonella spp. en el total de los diferentes tipos de muestras
analizadas en la provincia de Entre Rios fue del 1,8 % (29/1.643 muestras), mientras
que en el total de muestras (24/903) la prevalencia fue del 6,65%, aislandose 8
serovariedades de Salmonella sp. El 66 % de las muestras positivas a Salmonella

spp. correspondieron a ST, mientras que el 14 % a SE.

» La prevalencia de S. Enteritidis en el total de tipos de muestras analizadas fue del

0,55% (9/1.643), mientras que en total de muestras fue de 1,00% (9/903).

» Aunque hay diferentes regiones del gen invA que se utilizan para la deteccion de

Salmonella spp. por PCR, no todas muestran la misma especificidad.

> La prueba de PCR para la deteccion de SE, dirigida al gen Sdf, mostré una buena

especificidad.

Conclusiones 164



Mario A. Soria (2011) Tesis de Maestria

» Laamplificacion y secuenciacion del ADNr 16S de las cepas de Salmonella permite

la identificacion a nivel de género, pero no de serovariedad.

> La presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano en el contenido
del huevo fue mas frecuente en la CL que en la Y, lo cual puede deberse a la

diferente distribucion de dichas sutancias.

» Los antimicrobianos de eleccion para la terapia de infecciones causadas por

Salmonella spp. son AMC, CIP e IMP.
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FE DE ERRATAS

Se hace constar que se ha detectado la siguiente fe de errata:

1. Pé&g. 106: Tabla 24: Valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) para los
métodos bacterioldgicos y de PCR para cada cepa de Salmonella en pool de clara y
yema contaminadas experimentalmente. Valores entre paréntesis indican el 95% de

confianza en los intervalos para los respectivos parametros.

En el cuadrante donde se expresan los datos de VPP para PCR-CTSH y PCR-APT
para las serovariedades S. Typhimurium ATCC 13076; S. Infantis CUB 05/08; S.
Pullorum INTA 90/142 y S. Gallinarum CUB 05/10, donde dice 0 (cero), debe decir

IND (indeterminado).
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