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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo fue determinar la carga microbiolégica en
huevo de traspatio, tipo orgénico e industrial de la region centro-occidente del estado
de Veracruz. Se evalud la presencia de microorganismos patdgenos en los tres
sistemas de produccion, para determinar la carga microbiana de cada uno de ellos,
esto sirvié para conocer el estado en que se encuentra cada sistema de produccion
considerando que en un huevo con una alta carga microbiol6gica puede existir
diversos microorganismos tales como Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes
etc., que provocan infecciones en los humanos. También con esta investigacion
podemos realzar la importancia de cada uno de estos sistemas apreciando que son

fuentes de ingreso econdmico para las familias de esta region.

Se inicid con la recoleccién de huevos tipo organico, industrial y de traspatio que se

producen y comercializan en la regidn centro- occidente del estado de Veracruz.
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Las diferentes muestras de huevo se tomaron de la parte interna y externa del huevo
(cascaron, clara y yema). Se evaluo la presencia de Salmonella spp aplicando el
procedimiento de la Norma NOM-114-SSA1-1994. Método para la determinacion de
Salmonella en alimentos. Ademas se realizaron pruebas fisicas para evaluar si la
presencia de defectos fisicos en huevo tipo organico, industrial y de traspatio puede

correlacionarse con la presencia de Salmonella spp u otras bacterias.

El grosor de la cascara en los diferentes sistemas de produccion mostraron
diferencias estadisticamente significativas, los que tuvieron un mayor grosor de
cascara fueron los huevo de Traspatio (0.45+0.085 a), mientras que los huevos
organicos tuvieron un menor grosor (0.416+0.058 b) EIl analisis fisico reflejo en los
huevos organicos un porcentaje de 9.37% de fracturas mientras que en huevos
correspondientes a los otros sistemas no se encontraron fracturas, esto puede
atribuirse a el resultado que arrojo el analisis del grosor del cascaron de los huevos
tipo organicos ya que presentaron un menor valor en el parametro del grosor de la

cascara.

Se comparé el numero de colonias por el método de vertido en placa del interior y
exterior del huevo de los diferentes sistemas de produccion, se prepararon las
diluciones 0.1 ml 1x10' a partr de las muestras cultivadas en medio de
enriquecimiento selenito cistina, para obtener una mayor concentracion del cultivo y
contar con colonias aisladas que se pudieran cuantificar y fuera proporcional al
cultivo inicial realizado en tubos multiples, las muestras de los diferentes sistemas de
produccion de huevos presentan un numero de colonias estadisticamente iguales,
pero se observo una amplia variabilidad en la desviacion estandar en las muestras

de los huevos de traspatio.

Los resultados del analisis microbiol6gico de los diferentes puntos de colecta de
huevos tipo organico en cascara, el cual se realizd por el método del vertido en
placa, mostraron en el analisis de varianza, diferencias estadisticamente

significativas (P<0.05). Con respecto a las muestras de clara y yema el analisis de
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varianza no mostro diferencias estadisticamente significativas, pero se observé una
notable variabilidad en la Finca de Chilcuahutla (Municipio Totutla) (125£141.42 a).

En los huevos de traspatio existié gran variabilidad en los diferente puntos de colecta
en las unidades formadoras de colonias (ufc) en el caso de la clara/ yema. En el
caso del cascaron no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05), a su vez los diversos puntos presentaron desviaciones estandar muy altos
0 bajos que ocasiono que no existiera diferencias ya que los datos estaban

demasiado dispersos de la media.

Palabras clave: Salmonella spp. Huevo de Traspatio, Huevo Tipo Orgénico,

Microorganismos patégenos
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ASTRACT

The main objective of this study was to determine the microbiological load on the
backyard egg, organic and industrial type of the central-western region of the state of
Veracruz. The presence of pathogenic microorganisms in the three production
systems was evaluated, to determine the microbial load of each of them, this served
to know the state in which each production system is located considering that in an
egg with a high microbiological load it can there are several microorganisms such as
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes etc., which cause infections in
humans. Also with this research we can highlight the importance of each of these
systems, appreciating that they are sources of economic income for families in this

region.

It began with the collection of organic, industrial and backyard eggs that are

produced and marketed in the central-western region of the state of Veracruz.

The different egg samples were taken from the internal and external part of the egg
(shell, clear and yolk). The presence of Salmonella spp was evaluated applying the
procedure of Standard NOM-114-SSA1-1994. Method for the determination of
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Salmonella in foods. In addition, physical tests were carried out to evaluate if the
presence of physical defects in organic, industrial and backyard egg types could be
correlated with the presence of Salmonella spp or other bacteria.

The thickness of the shell in the different production systems showed statistically
significant differences, those that had a greater shell thickness were the backyard
eggs (0.45 £ 0.085 a), while the organic eggs had a smaller thickness (0.416 + 0.058
b) ) The physical analysis reflected in the organic eggs a percentage of 9.37% of
fractures while in eggs corresponding to the other systems no fractures were found,
this can be attributed to the result that | throw the analysis of the thickness of the
shell of the organic type eggs and which had a lower value in the thickness

parameter of the shell.

The number of colonies was compared by the plate pouring method of the inside and
outside of the egg of the different production systems, dilutions 0.1 ml 1x10-1 were
prepared from the samples cultured in selenite enrichment medium cystine, to obtain
a higher concentration of the culture and having isolated colonies that could be
quantified and proportional to the initial culture carried out in multiple tubes, the
samples from the different egg production systems show a statistically equal number
of colonies, but a wide variability was observed in the standard deviation in the

samples of the backyard eggs.

The results of the microbiological analysis of the different collection points of organic
eggs in shell, which was carried out by the method of pouring into plates, showed in
the analysis of variance, statistically significant differences (P<0.05). Regarding the
white and yolk samples, the analysis of variance did not show statistically significant
differences, but a notable variability was observed in the Finca de Chilcuahutla
(Totutla Municipality) (125 + 141.42 a).

In the backyard eggs there was great variability in the different collection points in the
colony forming units (cfu) in the case of the clear / yolk. In the case of the shell there
12



were no statistically significant differences (P<0.05), in turn the various points
presented very high or low standard deviations that caused no differences since the
data were too dispersed from the mean.

Keywords: Salmonella spp. Backyard Egg, Organic Type Egg, Pathogenic
Microorganisms.
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|. INTRODUCCION

El huevo es un elemento esencial, un alimento muy valioso por la equilibrada
proporcién de proteinas, carbohidratos, grasas, minerales y vitaminas que contiene.
El huevo es primordial en la dieta del mexicano, es una fuente de proteina de

excelente calidad, superior a la de la leche y la carne (Vollmer, et al., 1999).

En el 2017 México ocupo el primer lugar de consumo de huevo fresco a nivel
mundial. El consumo per capita del mexicano es de 22.7 Kg; casi un huevo al dia.
(Union Nacional de Avicultores, 2018). México se ubica como el cuarto productor

de huevo a nivel mundial, después de China (Union Nacional de Avicultores, 2018).

Por otra parte durante mucho tiempo las enterobacterias pertenecientes al género
Salmonella spp han sido reportadas como patégenos para humanos y en animales
domésticos como también en animales silvestres, tal es el caso de las aves por
ejemplo las gallinas que pueden contaminar los huevos que producen de forma
interna o externa (Minorl.et al., 1984). Existen mas de 2.500 serovariedades de
salmonella entérica de las cuales unas 250 se han aislado de las aves de corral, y
alrededor de 40 serovariedades son las mas comunmente encontradas
(Organizacién Mundial de la Salud, 2017).

La Salmonella spp, es un microorganismo que se adapta muy bien a los animales y
a las personas, (Gutiérrez et al.,2000). Cuando llega a los alimentos es capaz de
multiplicarse en cualquier producto fresco a una velocidad muy elevada. Si los
alimentos no se mantienen en condiciones de asepsia; existe la posibilidad que el
microorganismo se multipligue aceleradamente, generando riesgo a los

consumidores, (Organizacion Mundial de la Salud, 2017). En los huevos, las
20



especies de salmonella se pueden encontrar en la cascara, pero pueden penetrar
en su interior si no se mantiene unas condiciones de conservacion adecuadas,
(Carbajal, 2006). Para llegar a este alimento estas bacterias emplean diversas vias,
una de ellas es cuando estan presente en la gallina de donde proviene el huevo,
aqui la contaminacién se da internamente, (Suarez M.et al.,, 2000). La otra
posibilidad, es que el microorganismo esté presente en la cascara y sus origenes
pueden ser: los animales, las personas que manipulan, distribuyen o estuvieran en

contacto con los huevos, (Méndez, et al., 2011).

En este trabajo se determind la carga microbiolégica de cada sistema de
produccion de huevo, traspatio, tipo organico e industrial para conocer la
importancia de cada sistema de produccion y los riesgos que puede tener. El
conocimiento de la carga microbiolégica de cada uno de los sistemas permitira
mejorar la produccion de los mismos conociendo los puntos criticos a controlar en

cada uno de los sistemas de produccion.
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. ANTECEDENTES

El instituto tecnologico superior de Huatusco en colaboracidn con otras
instituciones (Centro Regional Universitario Oriente, Universidad Auténoma
Chapingo, Centro de Bachillerato Tecnoldgico Agropecuario 279.) en el 2016,
realizaron un estudio con la finalidad de evaluar parametros sensoriales,
fisicoquimicos y preferencias de consumo de huevo de gallina de traspatio,
organico e industrializados en la region cafetalera central de Veracruz, México. Se
colectaron muestras de 30 huevos de cada tipologia, considerando los criterios de
calidad establecidos por la norma mexicana NMX-FF- 079-SCFI-2004 (Secretaria
de Economia, 2004) referente a las caracteristicas fisicas que debe cumplir el
“‘huevo fresco clasificado de gallina”, producido y comercializado en territorio
nacional, entre los resultados que obtuvieron en las condiciones bajo las cuales se
realizé el presente estudio, los huevos de traspatio reunieron mayor numero de
parametros de calidad que los de procedencia industrial. Aunque los huevos de
traspatio convencionales son los mas frescos y atesoran buenos indices de
albumina y yema, les resta a la calidad total el hecho de ser mas pequerios,
menos pesados y menos limpios del cascarén que los huevos industriales.
Respectd a la evaluacion sensorial se observé una marcada tendencia a preferir
los huevos procedentes de sistemas de produccion industrializados (Del Angel-
Coronel et al., 2016).

En el estado de Michoacan, México (Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo) se determind la calidad del huevo de gallinas criollas criadas en traspatio,
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recolectado en la zona centro. Se colectaron 385 huevos de 11 municipios (35
huevos/municipio). Las mediciones realizadas fueron: peso del huevo (PH),
diametro longitudinal (DL) del huevo, diametro transversal (DT) del huevo, peso de
la cascara (PC), espesor de la cascara (EC), indice de cascara (IC), diametro de
clara (DC), diametro de yema (DY), altura de clara (AC), altura de yema (AY),
altura de la camara de aire (ACA), unidades Haugh (UH) y pigmentacién de yema
(PY). Los promedios obtenidos fueron: PH 50.7 g; DL 5.6 cm; DT 4.2 cm; PC 4.5 g;
EC 0.28 mm; IC 8.9%; DC 10.0 cm; DY 4.5 cm; AC 6.3 mm; AY 1.6 cm; ACA 5.4
mm; unidades Haugh, 73.4 y PY 12.1. Se encontraron diferencias en las
caracteristicas de los huevos entre localidades El peso del huevo de gallinas
criollas presenté un alto coeficiente de variacion. En conclusion el huevo de
gallinas de traspatio presenta dimensiones reducidas, en comparaciéon con el
huevo comercial. Sin embargo, los indicadores de calidad interna sugieren que el
huevo de gallinas de traspatio tiene calidad similar al de gallinas de la estirpe

comercial (Juarez-Caratachea et al., 2010).

En la ciudad de México se realizé un estudio para identificar Salmonella enteritidis
en huevo para el consumo, Se muestrearon 400 huevos de 10 marcas
comerciales. Se obtuvieron 131 aislamientos considerados en 12 diferentes
géneros bacterianos: Acinetobacter spp, Alcaligenes spp, Bacillus spp,
Branhamella spp, Edwardsiella spp, Hafnia spp, Klebsiella spp, Serratia spp,
Shigella spp, Staphylococcus spp, Yersinia spp, y obteniendo una cepa de
Salmonella enteritidis, la cual se clasific6 como no tipificable. Veinte aislamientos
no pudieron ser clasificados. Se obtuvo un huevo contaminado por S.enteritidis, el
cual en porcentaje del muestreo represento el 0.25 %; sin embargo se encontraron
ademas 11 géneros bacterianos contaminantes que pudieran representar un
riesgo para la produccién avicola y la salud publica (Mancera Martinez et al.,
2005).

Ramirez & Rodriguez, (2013) realizaron la “Deteccion de enterobacterias en
huevos procedentes de 5 granjas avicolas en occidente de Nicaragua” Al realizar
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el aislamiento de Enterobacterias en 66 muestras de huevo procedentes de 5
granjas avicolas del occidente de Nicaragua, se encontré que el cascaron
presentaba un 78.8% de contaminacién bacteriana y clara/yema 39.4 %. Respecto
al aislamiento de Enterobacterias en cascaron, se encontré E. coli en un 40.7%,
Enterobacter spp 24.1%, Klebsiella spp 11.1 %, Proteus spp y Acinetobacter spp
en 5.6%, Salmonella spp, Citobacter spp y Shiguella spp 3.7%, Serratia spp 1.9 %

Estrada & Valencia,(2012) realizaron la “Determinacion de salmonella spp. En
huevos frescos de gallina en los principales mercados de la ciudad de Quito”. En
ninguna de las muestras se confirmo la presencia de Salmonella spp, pero se
evidenciaron bacterias entéricas y ambientales como: Pseuddnima spp.,
Enterobacter cloacae, Pantoea spp., Providencia rettgeri, Proteus mirabilis,

Aeromona spp y Burkhordeliacepacia.

Sanchez, (2013) realizé la “Determinacion de la prevalencia de enterobacterias del
geénero salmonella spp. En huevos frescos de gallina de empresas avicolas de la
provincia de Tungurahua” de las 50 granjas analizadas, luego de la division por
etapas, se obtuvieron 150 muestras en total. De las 150 muestras, se logro aislar
Salmonella spp. Existente en huevos frescos en granjas avicolas de la provincia
de Tungurahua, siendo del 0.0133% (2/150), la primera pertenecia a la etapa de
produccion inicial y la segunda muestra positiva correspondia a la etapa de
produccion intermedia de huevos; no se evidenciaron crecimiento en ninguna de

las muestras tomadas en la fase final de produccién de huevos.

En el ano 2016 en la Universidad de Oviedo, Espana se realizd un estudio
“Microbiota en huevos y derivados: identificacién y desarrollo. En primer lugar se
realizé la caracterizacion de la microbiota nativa presente en diferentes tipos de
huevos comerciales, se analizé también el trasporte de microorganismos atravez
de la cascara, para ello se empled técnicas moleculares, asi como técnicas de
cultivo en placa y microscépicas. De acuerdo a los resultados obtenidos los

huevos comerciales mostraron una gran variabilidad de microbiota en la cascara,
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destacando en huevos camperos que en huevos procedentes de gallinas
enjauladas. Respecto al transporte atreves de la cascara, se observo que los
microorganismos tienden a adherirse a la superficie del huevo pudiendo atravesar
con facilidad la barreras protectoras naturales del mismo y multiplicandose asi en
el interior del huevo. La bacteria modelo (Staphylococcus warneri) que se utilizd
demostré que la clara liquida tiene un efecto antimicrobiano, mientras que en la

yema los microorganismos se multiplican rapidamente (Neira Solis, 2016).
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.  MARCO TEORICO

3.1 Historia de la produccién de huevo en México

La avicultura es la rama de la ganaderia con mayores antecedentes histéricos en
México, ya que desde antes del arribo de los espafioles al continente americano
se practicaba la cria de aves de corral principalmente guajolotes o pavos (Vasquez
et al.,1994).Con el arribo de los colonizadores se introdujeron a los territorios
conquistados variedades de aves, que fueron adaptadas a las condiciones de
México (Oteiza et al.,1997). En 1920 se montan las primeras granjas con fines
comerciales. A partir de la segunda mitad de la década de los afios 80's se
observa un cambio importante en cuanto a los sistemas productivos, con una clara

tendencia a la tecnificacion (Garcia et al., 2012).

3.1.1 Produccién de huevo para plato en México

En el 2017 la produccion de huevo fue de 2.8 millones de toneladas y la de pavo
9 mil 687 toneladas. Con 125 millones de cajas, México se ubica como el cuarto
productor de huevo a nivel mundial, después de China (1,090 millones de cajas),
EUA (243 millones de cajas) e India (215 millones de cajas; nuestro pais se
encuentra por encima de Japon, Rusia, Brasil, Turquia e Irdn. Es importante
acotar que cada caja de huevo contiene 360 unidades (30 docenas de huevos)

(Union Nacional de Avicultores, 2018).
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La comercializacion del huevo fresco para consumo, conocido también como
huevo para plato, suele hacerse a través de tres vias principales: el 79% se
comercializa a granel en los mercados tradicionales y centrales de abasto, el 14%
en tiendas de autoservicio en envases cerrados y el 7% restante, se destina al uso
industrial (Union Nacional de Avicultores, 2018).

3.1.2 Principales estados productores de huevo

Existe una elevada concentracion de la produccion de huevo en México en los
estados de Jalisco, Puebla, Sonora y Nuevo Leon en estos estados se genera el
78.8% de ésta. En el estado de Jalisco, la mayor concentracion de granjas se da
en los municipios de San Juan de los Lagos, Acatic, Tepatitlan y Lagos de
Moreno, mientras que en Puebla, la concentracién de granjas se presenta en el

municipio de Tehuacan.

El criterio para el establecimiento de granjas, de acuerdo con Proteina Animal
(Proan), la empresa lider en el mercado, es la equidistancia entre los diferentes
mercados mas importantes en el pais, ya que para ellos la ubicacion les permite
entregar en un dia a cualquier mercado en el territorio nacional (Industria avicola,
2012).

Las principales empresas productoras de huevo que lideran el mercado en México
son San Juan, Bachoco, Allende y Alvisa (Sanchez, 2017).El estado de Jalisco en
el 2017 fue el principal productor de huevo con 54.9% del total nacional, seguido
por Puebla, Sonora, Yucatan y Nuevo Ledn. De acuerdo con informacion
proporcionada por la FAO, dentro del sector pecuario mexicano, la aportacion de
la proteina del huevo al mercado es de 17 por ciento. Asimismo, la industria de

huevo en México se ubica principalmente en: Jalisco (54%), Puebla (13%), Sonora
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(8%), La Comarca Lagunera (5%), Yucatan (5%), Nuevo Leodn (3%) y Guanajuato

(2%) (Union Nacional de Avicultores, 2018).

Jalizco 54%
Puebla 13%
Sonora 8%

Figura 1.Estados productores de huevo 2017

Fuente: Compendid de Indicadores Econdmicos del Sector Avicola 2017

Nocons N 15555
Jasco 878,307

Puebla 291,102
Sonora | | 79,270
Yucatan | 51,420
Nuevo leon | 48140
Guanajuato | 44741
Durango | 38214
Sindloa | 34,966
Coahuila | 24880
Baja California | 14,262
Querétaro | 12,081
Michoacdn | 11,020
Nayarit | 10,598
San Luis Potosi | 10,559
Estado de México | 8,794
Resto de las entidades | 41,340

:

Figura 2.Produccion acumulada de huevo para plato julio 2017 (toneladas)
Fuente: SAGARPA. Servicio de informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), Boletin mensual
de avances de la produccién de huevo para julio 2017.
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3.1.3. Consumo de huevo para plato en México

Las razones de la importancia en el consumo y en los voliumenes de produccion
del huevo para plato, se debe a que el precio del huevo es mas econémico que
cualquiera de las otras fuentes de proteina animal y, sin embargo, es una fuente
de proteina nutritiva y barata, ademas de ser de gran aceptacion (Monroy et al.,
2012).

En huevo fresco en el 2017, México es el principal consumidor de nivel mundial. El
consumo per capita del mexicano es de 22.7 Kg; casi un huevo al dia. En segundo
lugar se encuentra Rusia con 18.44 Kg; en tercer lugar Colombia con 16.38 kg;
Argentina en cuarto lugar con 15.56 Kg, y en quinto Nueva Zelanda con 14.69 Kg
(Avicultores, 2018).

3.1.4 Principales estados consumidores de huevo para plato.

El huevo es un alimento primordial en la dieta del mexicano, es una fuente de
proteina de excelente calidad, superior a la de la leche y la carne (Torre, et al.,
2012); sin embargo, también es considerado un alimento con alto contenido en
colesterol (McGee, et al., 2007). A partir de los afios setenta se genero la creencia
de que el colesterol de la dieta causaba un incremento del colesterol en la sangre,
por lo que recomendaciones fueron dirigidas a reducir el consumo de huevo. Pero
las ultimas recomendaciones sefialan que la ingesta moderada de este alimento

no incrementa el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (IEH., 2009).

3.1.5 Comportamiento del precio del huevo (2017)
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De acuerdo con informacion del programa Quién es Quién en los Precios (QQP)

de Profeco, (Procuraduria Federal del Consumidor) los precios minimos, maximos

y promedios del huevo blanco y rojo de la semana del 11 al 15 de septiembre de

2017, son los que se presentan el siguiente cuadro.

Cuadro 1.Precios promedio de huevo blanco y rojo por presentacion.

Presentacion Precio
Minimo ($) Maximo ($) Promedio ($)

Precio

Precio

Huevo blanco, paquete con 12 piezas 14.60
Huevo blanco, paquete con 18 piezas 22.70
Huevo rojo, paquete con 12 piezas 16.05
Huevo rojo, paquete con 18 piezas 27.25

30.00
42.00
27.90
42.90

21.47
31.26
22.27
33.19

Fuente: Profeco. Quién es Quién en los Precios (QQED). Precios promedio del 11 al 15 de

septiembre de 2017.
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Cuadro 2.Precios promedio de huevo blanco y rojo por entidad federativa y

presentacion

Entidad Paquete de 12 piezas Paquete de 18 piezas

Huevo blanco  Huevo rojo Huevo blanco Huevo rojo
Aguascalientes 20.02 21.22 30.36 32.36
Baja california 22.63 22.81 33.92 35.11
Baja california sur 23.12 22.41 33.80 32.40
Campeche 23.73 33.00
Chiapas 20.83 20.80 28.25 31.44
Chihuahua 22.64 34.62
Coahuila 21.61 20.50 32.50 31.00
Colima 26.40 24.15 37.48
Ciudad de México 20.79 22.09 30.82 33.02
Durango 21.50 22.60 31.63 33.45
Guanajuato 21.20 23.61 30.68 35.08
Guerrero 21.56 22.48 30.90 32.31
Hidalgo 21.60 21.89 31.04 33.05
Jalisco 23.82 22.35 34.16 33.28
Estado de México 20.59 21.91 30.58 33.07
Michoacén 22.02 23.27 31.26 33.64
Morelos 20.98 21.79 29.97 33.03
Nuevo Ledn 19.90 19.93 27.87 29.50
Oaxaca 20.32 28.62
Puebla 21.49 22.24 30.28 33.56
Querétaro 20.42 22.57 29.83 33.13
Quintana Roo 22.18 30.81
San Luis Potosi 20.36 22.33 29.33 33.83
Sinaloa 24.10 24.10 35.80 35.80
Sonora 24.66 25.14 35.68 36.96
Tabasco 20.48 20.81 29.30 32.72
Tamaulipas 22.92 34.18
Tlaxcala 21.50 24.50 31.13 34.50
Veracruz 20.28 20.90 29.75 30.80
Yucatan 23.38 33.50
Zacatecas 20.60 22.46 27.48 31.57

Fuente: Profeco. Quién es Quién en los Precios (QQED). Precios promedio del 11 al 15 de

septiembre de 2017.



Una forma de medir la variacion del precio del huevo, asi como de otros productos
y servicios representativos en el consumo de los hogares, es a través del indice
Nacional de Precios al Consumidor (INPC). En los ultimos afos, el precio del
huevo ha registrado variaciones significativas en la inflacion anual; es decir, la
variacion de un periodo respecto al mismo del afio anterior. La disminucion del
precio del huevo presentada a partir de 2013 obedece, en parte, al Decreto por el
que se establecié un arancel cupo a las importaciones de huevo, es decir, se
incrementd la importacion. El objeto de esta medida fue estabilizar el precio del
mercado que alcanzé un incremento considerable y un golpe al bolsillo de las
familias (Procuraduria Federal del Consumidor, 2017).

3.2 Avicultura de traspatio en México.

La avicultura de traspatio forma parte del sistema de produccion pecuaria que
realizan las familias rurales en el patio de sus hogares, el cual consiste en criar
aves con insumos producidos por los productores y lo que las aves encuentran
durante el pastoreo (Juarez-Caratachea et al, 2010). De todas las especies que se
crian en este sistema, los pollos locales (pollos de traspatio) son los mas
importantes debido a su prolificidad, corto ciclo y bajo costo de produccion,

ademas, representa una tradicion familiar (Camacho-Escobar,et al., 2006).

El manejo y alimentacion de los pollos de traspatio es realizado principalmente por
amas de casa, nifios y ancianos (Cuca-Garcia et al., 2011) La principal razén para
la crianza de los pollos de traspatio es el consumo y la venta, la cual les permite a

las familias generar ingresos econémicos (Camacho et al., 2006)
La alimentacion de las aves adultas esta basada en maiz, restos de comida y
masa, mientras que los pollitos se les ofrece alimento comercial (Fundamentos de

produccion agricola, 2017)
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3.3 Avicultura tipo organica en México.

Los huevos organicos son aquellos que se producen bajo las normas
internacionales organicas. Los productos que consumen las gallinas y pollos se
deben producir en la misma granja sin aplicacion de pesticidas (Insecticidas,
fungicidas y herbicidas (SIAP., 2017).

México es nuevo en la legislacion de productos orgénicos, actualmente se trabaja
bajo la Ley de Productos Orgéanicos, publicada en 2006; siendo la SAGARPA, la

entidad federal que certifica este tipo de alimentos.

3.3.1 Certificaciones organicas

3.3.1.2 Generalidades sobre el sistema de certificacion BIOAGRICERT

La certificacién de la agricultura organica entra bajo un sistema de certificacion de
producto reglamentado, que obliga al respecto de la normatividad de agricultura
organica vigente en el pais de produccion y en el pais de destino de los productos,
segun la norma ISO/IEC 17065(Bioagricert, 2013).Este sistema de certificacion
Bioagricertes aplicada en la Finca organica de Guayacan en Guadalupe, Jalisco

que produce huevo tipo organico, esta construido bajo los siguientes principios:

1. La calidad de un producto es el resultado de un proceso que incluye las
etapas de produccion, control de las actividades desarrolladas y de los

resultados obtenidos.

2. Solamente la evaluacion del entero proceso puede proporcionar garantias

validas para que el producto este conforme a los requisitos especificados.
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3. El organismo de certificacién no substituye al Operador, el cual debe cumplir
con las responsabilidades primarias de realizar y manejar el producto en
conformidad a los requisitos de certificacion, de averiguar las actividades

desarrolladas y los resultados obtenidos.

4. Es tarea del organismo de certificacion de averiguar la capacidad del

Operador de respetar cuanto este indicado.

5. Es el Operador que tiene que proporcionar una evidencia objetiva del

respectos de los requisitos especificados;

6. Los requisitos objetivos del control deben ser expresado en términos
medibles y averiguables. La vigilancia sobre el sistema de certificacion y
sobre la actividad desarrollada por Bioagricert se hace por las Autoridades
Competentes y por los Organismos de acreditacion (ACCREDIA elOAS).

La vigilancia sobre el sistema de certificacion y sobre la actividad desarrollada por
Bioagricert se hace por las Autoridades Competentes y por los Organismos de
acreditacion (ACCREDIA elOAS).El sistema de certificacion operado para
Bioagricert se compone de los siguientes elementos entre los previstos para la
norma ISO/IEC 17065:

» La evaluacion del proyecto y si aplicable, del sistema de gestién de la empresa,
» La evaluacion del proceso: averiguacion de la capacidad del proceso de
producir, de manera regular, productos conformes a los requisitos

especificados (el producto certificado es la conclusion de un ciclo, del cual es el

proceso de produccion que debe ser evaluado); (Bioagricert, 2013).
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3.3.2.2 Certificacion gallina libre de jaula

El modelo se desarrolla en etapas, iniciandose con la creacion de una empresa
avicola dedicada a la cria de ponedoras, produccion de huevos free range a la
introduccién de este producto en el mercado nacional. Tras una primera etapa en
que la empresa ha acumulado una experiencia productiva y validado la aceptacién
de su producto en el mercado, se inicia el desarrollo de un Modelo de Gestion
Asociativa, el que procede a validar con la ejecucion de un proyecto piloto
apoyado por FIA. El proyecto contempla la participacion de tres pequefios
agricultores como productores asociados, con quienes la empresa desarrolla
modos de gestidon productiva conjunta y acredita a ambas partes en programas de
certificacion internacionalmente reconocidos. Esta iniciativa es una fase de
construccion de confianzas entre la empresa y sus asociados, prueba que es
posible adoptar un modelo asociativo como el descrito, con rendimientos aun por
sobre la norma y asi dar cumplimiento a una normativa de calidad compleja y con

altos niveles de exigencia (Rodriguez Schuller et al, 2010)

3.4 Caracteristicas fisicas del huevo

3.4.1 Estado interno y externo del huevo por medio de la Ovoscopia.

La ovoscopia es un método que se basa en la traslucidez de la cascara y en las
diferencias de transmision luminica que presentan las estructuras internas del
huevo, modificadas mas o menos segun las alteraciones. El huevo debe colocarse
ante el foco luminoso en posicion vertical. El interior del huevo queda
completamente iluminado y la cascara muestra su estructura porosa, estando
influenciada la observacién por el color de la cascara. El huevo fresco aparece en

el ovoscopio de color amarillo rosado claro (Aguinaldo et al., 2016).
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Céascara: En la cascara se pueden apreciar las grietas o fisuras, manchas y los
defectos de calcificacion como los depdsitos de cal y las -calcificaciones
defectuosas. Las manchas de sangre internas aparecen como sombras de colores
oscuros o rojizos. En los huevos con la yema adherida a la cascara, la yema
aparece inmovil dando una sombra mas oscura en la zona de contacto (Caston et
al., 2001).

Camara de aire: En el angulo obtuso se puede apreciar la camara de aire del
huevo, y su altura nos indica la edad del huevo. En el huevo fresco (recién puesto)
la cdmara de aire presenta una altura de 3 mm, pero aumenta conforme pasa el
tiempo desde la puesta. En huevos de 1 a 4 semanas la camara de aire presenta
una altura comprendida entre 4 y 6 mm, en huevos de 6 semanas a 4 meses la
camara de aire supone 1/6 del huevo y su altura esta comprendida entre 11 y 18
mm y para los huevos de més de cuatro meses la camara de aire ocupa un tercio
del huevo (Instituto de Estudios del Huevo., 2004).

3.4.2 Espesor de la cascara

Los huevos con cascara delgada y muy porosa estan sujetos a una evaporacion
mAs intensa, pierden peso con mayor rapidez, y en consecuencia son de calidad

mas baja que los que poseen la cascara gruesa y poco porosa.

Durante el almacenamiento la cascara se seca ya que la sustancia viscosa de los
poros se evapora y como consecuencia los canaliculos que atraviesan la cascara
se agrandan. Esta medicion se realiza con micrometro o pico de rey. Huevos de
menos de 0.35 mm son poco apropiados para la comercializacion por su fragilidad
(Caston et al., 2001).
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3.5 Caracteristicas nutricionales del huevo

El huevo es fuente apreciable de vitamina A (100 g de parte comestible aportan un
28,4% de la Cantidad Diaria Recomendada -CDR-), vitamina D (36%), vitamina E
(15,8%), riboflavina (26,4%), niacina (20,6%), acido folico (25,6%), vitamina B12
(84%), biotina (40%), &cido pantoténico (30%), fosforo (30,9%), hierro (15,7%),
zinc (20%) y selenio (18,2%). Ello hace del huevo un alimento nutricionalmente
denso: rico en componentes nutritivos y con muy pocas calorias. (Azcona et al.,
2006)

La proteina del huevo se considera una fuente de proteina altamente digestible ya
gue mas del 95% de la proteina del huevo digerida y resulta disponible para cubrir
las distintas necesidades del organismo (Millward et al., 2004). Su calidad supera
incluso a la proteina de la leche, pescado y carne (Vollmer et al., 1999).

Aunque la mayor parte de los alimentos ricos en colesterol suelen ser también
ricos en grasas saturadas, el huevo no lo es. Un huevo tiene unos 200 mg de

colesterol (Simopoulos et al., 1992).

En concreto, diferentes estudios realizados han demostrado que no existe una
asociacion entre el consumo de huevos y la aparicion y desarrollo de

enfermedades cardiovasculares (Natoli S et al., 2007); (Qureshi et al., 2007).

En el huevo se encuentran cantidades abundantes de vitaminas, en especial
vitamina B12, biotina, acido pantoténico, riboflavina, vitamina D, niacina, vitaminas
A, E y Bl. Una ventaja de este alimento es que contiene tanto vitaminas
hidrosolubles como liposolubles, que pueden ayudar a cubrir una parte
considerable de las necesidades diarias (Instituto de Estudios del Huevo., 2004).

La biotina es otro nutriente esencial que se encuentra en el huevo, vinculado a la
proteccion de la piel y al mantenimiento de las funciones corporales. Y aunque la
microbiota intestinal es capaz de sintetizar y aportar esta vitamina al organismo, el
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consumo durante la lactacién estd recomendado para contrarrestar las pérdidas a
través de la leche (Gil A et al., 2010).

Luteina y zeaxantina son los vegetales (espinacas, col rizada, brécol, maiz,
calabaza, etc.) (Chung et al., 2004), pero la yema de huevo es la Unica fuente de
origen animal. Aunque la cantidad es menor que la de los vegetales, sin embargo,
estudios recientes indican que su biodisponibilidad, comparada con la de otros

alimentos o suplementos, es mayor (Handelman GJ et al., 1999).

3.6 Microorganismos patégenos en el huevo.

Existen multiples factores que inciden en la contaminacion: la carga microbiana de
la cascara (numero y tipo de microorganismos presentes), las condiciones de
almacenamiento y manipulacion (temperatura ambiente, humedad relativa,
composiciéon de la atmésfera) y factores intrinsecos del huevo, como pH,

nutrientes y barreras fisicas y quimicas (Gil A et al., 2010).

La contaminaciéon del huevo por agentes infecciosos patégenos para el hombre;
Suelen ser la Salmonella spp, procedente de las heces, que suele penetrar a
través de la cascara y en ocasiones por via transovarica; Staphylococcus spp, y
Listeria monocytogenes, que podria causar graves infecciones en este producto
(Khan et al., 2009).

El huevo gue se destina la obtencion de productos liquidos y/o deshidratados debe
someterse a pasteurizacion u otro tratamiento para garantizar la inocuidad del
producto, es decir que se logre una reduccion de aproximadamente 105 UFC/mI
de Salmonella NOM-159-SSA1-2016.
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3.7 Salmonella spp. en México

De los alimentos de consumo popular en México estan el frijol, el maiz y el huevo.
Dentro de estos, el huevo como producto de origen animal es uno de los alimentos
de uso comun en el consumo humano como fuente rica en proteinas (Quintin

Olascoaga et al., 1983).

En México no se cuenta con estadisticas nacionales deinfecciones por Salmonella
spp. Con frecuencia, el médico hace un diagnostico basandose en el cuadro
clinico del paciente,pero sin contar con los estudios microbiol6gicos necesarios
para establecer un diagnéstico certero (Mussaret B. et al.,2006). La falta de un
sistema de vigilancia con comunicacion entre epidemidlogos,clinicos, y el sector
veterinario, asi como la faltade infraestructura necesaria, impide que paises como
el nuestro pueda identificar las principales serovariedades deSalmonella spp en
las diferentes clases de alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas
entrafia para la salud de los seres humanos. Esta informacion es indispensable
para establecer las intervenciones necesarias, para disminuir la morbilidad vy

mortalidad por las infecciones causadas por Salmonella spp.

Una forma particular de infeccion por Salmonella spp en el humano es la fiebre
tifoidea, la cual es causada por la ingestion e invasién intestinal por un serotipo
especifico de Salmonella entérica, el serovar Typha (S. typha), que produce una
infeccion sistémica (Everest, et al., 2001 ). De hecho, las salmonelosis producidas
por otros serotipos causan comunmente una gastroenteritis aunque, pueden
presentar cuadros invasivos. Aqui surgen preguntas muy interesantes, como las
referentes a conocer si hay determinantes genéticos de la salmonella no-Typhi
para los cuadros invasivos y si algunos de estos determinantes se comparten con
S. Typhi.

Anualmente, en el mundo hay al menos 16 millones de casos de fiebre tifoidea,

resultando en 600,000 muertes. En México se han reportado alrededor de 15 mil
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casos al ano de fiebre tifoidea. Es relevante insistir, que esta incidencia se basa
primordialmente en una valoracion clinica, sin que se hayan aplicado métodos
confiables de diagndstico. Esto implica, por tanto, un grado de incertidumbre en la

estadistica (Valdespino-Gémez,et al 1994).

En el 2006 Mussaret y colaboradores establecieron un sistema de vigilancia
activa, que incluyé solamente a los Estados de Yucatan, San Luis Potosi,
Michoacan y Sonora, colectaron, entre 2003 y 2005, 1,882 muestras de intestinos
de pollo, cerdo y bovino en rastros. Salmonella enteritidis se aislé casi
exclusivamente de pollo (11.9% de todas las serovariedades aisladas en este
animal); en bovino y cerdo, el aislamiento de esta serovariedad apenas alcanzé el
0.1%.(Mussaret B.et al., 2006)

3.7.2 Caracteristicas de la Salmonella spp.

Los microorganismos pertenecientes al género Salmonella son bacilos
gramnegativos, incluidos en el grupo de las enterobacterias. Hasta la fecha se han
identificado 2500 serotipos o serovares diferentes en dos especies, Salmonella

bongori y S, entérica. (salud, 2017).

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa del hombre y los animales causada
por microorganismos de dos especies de Salmonella (Salmonella entérica y S.
bongori).Aunque fundamentalmente son bacterias intestinales, Salmonella esta
muy distribuida en el ambiente y se encuentran con frecuencia en vertidos de
granjas, en las aguas residuales humanas y en cualquier material con

contaminacion fecal (Bleem et al., 1991).

En el hombre, los microorganismos del género Salmonella spp son agentes
etiologicos de infecciones intestinales y sistémicas, por lo general, como
contaminantes secundarios de los alimentos, de origen animal y ambiental o,

frecuentemente, como consecuencia de la infeccién subclinica en animales de
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abasto que provoca la contaminacion de la carne, los huevos y la leche o la
contaminacion secundaria de frutas y verduras que se han fertilizado o regado
con desechos organicos. La salmonelosis humana es una de las enfermedades
zoondsicas mas frecuentes y de mayor impacto econémico causadas por estos

microorganismos ( Minorl et al., 1984).

3.7.3. Agentes infecciosos asociados ala zoonosis

Zoonosis (del griego zoon: animal) son enfermedades infecciosas transmisibles
desde animales vertebrados al ser humano bajo condiciones naturales. Los
agentes infecciosos involucrados incluyen bacterias, virus, parasitos, hongos y

rickettsias, entre otros (Dabanch, 2003).

Los agentes infecciosos involucrados en zoonosis pueden ser transmitidos por
distintos mecanismos entre ellos, por contacto directo, ingestion, inhalacién, por
vectores intermediarios o0 mordeduras. Ciertos agentes pueden ser transmitidos por

mas de un mecanismo, por ejemplo, Salmonella spp. (Dabanch, 2003).

3.7.4. Aspectos de salud publica de serotipos de Salmonella spp. causantes

de zoonosis.

La salmonelosis es una zoonosis de distribucion mundial, de origen alimentario
debido a que los alimentos contaminados constituyen el principal modo de

transmision (Caffer et al., 2006).
El principal reservorio de Salmonella spp se encuentra en los animales y los

microorganismos son transmitidos al hombre, ya sea directamente o a través de

productos alimenticios contaminados de origen animal, tales como: huevos crudos
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o parcialmente cocidos y sus productos; carne roja y sus derivados; carne de aves

de corral; leche cruda y productos lacteos (Caffer et al., 2006)

La principal manifestacion clinica es una gastroenteritis aguda, acompafada de
cefalalgia, dolores abdominales subitos, diarrea, nauseas, fiebre y vomitos (Caffer
et al, 2006).

Las bacterias del género Salmonella spp se multiplican y colonizan el intestino
delgado, invadiendo posteriormente los tejidos, produciendo entero toxinas,
causando inflamacion y consecuentemente diarrea. Cuando el patégeno vence el
sistema de defensa de su hospedador, puede alcanzar el flujo sanguineo y/o el
sistema linfatico, causando una enfermedad mas severa. Los nifios, ancianos o
aquellos que padecen enfermedades cronicas son los mas vulnerables a la

salmonelosis (Bell et al., 2002).

3.7.5 Mecanismos de transmision de Salmonella spp. en el huevo.

El contenido interno de los huevos recién puestos es generalmente estéril. Al
momento de la ovoposicion, los huevos tienen cierto grado de contaminacién en la
superficie debido al paso a través de la cloaca de la gallina. (Rincon, 2011)

Entre las bacterias encontradas en los huevos existen representantes de géneros
tales como Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus, Aeromonas, Escherichia,
Salmonella, Serratia, Enterobacter, Flavobacterium y Staphylococcus (Musgrove
M.T et al., 2008).
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3.7.5.1 Transmision horizontal de Salmonella spp.

También conocida como transcascarida la contaminacion se produce después de
la puesta y es debida mayoritariamente a causas ambientales y a la presencia de
deposiciones fecales en la cascara. Una vez que la superficie del huevo esta
contaminada, esta puede empezar a penetrar en el interior pasando al albumen y
posteriormente a la yema. Esta via de contaminacion es la mayoritaria del huevo
(Avicultura,2018).

Después de que estd formado el cascarén, Salmonella spp. Se establece en el
interior del huevo antes de que se desarrolle en la superficie la barrera de proteina
qgue previene la invasién de bacterias, lo cual permite que este microorganismo

colonice y sobreviva en el contenido interno del huevo(De Reu K et al., 2006).

3.7.5.2 Transmision lateral de salmonella spp.

Es una ruta de infeccidén que ocurre por contaminacion a través del alimento, agua,
e instalaciones o vectores, como por ejemplo, aves silvestres, roedores, animales
domésticos y humanos. La penetracion al interior del huevo por Salmonella spp y
otras bacterias aumenta con la duracién del contacto con material contaminado,
especialmente durante el almacenamiento a altas temperaturas y alta humedad
relativa (Kaiser M et al., 2001).

La presencia de Salmonella enteritidis en el ambiente de las granjas de gallinas
ponedoras generalmente es aceptada como una indicacion sensitiva y relevante
de los huevos contaminados que pueden producirse. El potencial de la circulacién
del aire para diseminar patdogenos en ranchos avicolas es un factor importante en
la contaminacion de los huevos, esto se ha demostrado en algunos estudios que

reportan la presencia de Salmonella enteritidis en el aire (Gast R. K et al., 2004).
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El Género Salmonella agrupa a mas de 2,500 serotipos, de los cuales solo
algunos son patdgenos. Algunos infectan sélo al ser humano, por ejemplo
Salmonella typhi que causa la fiebre tifoidea y Salmonella paratyphi que causa la
fiebre paratifoidea. Otros serotipos infectan animales y al ser humano, entre ellos

se encuentra Salmonella enteritidis.

3.8 Comparacion de las pared celular de las bacterias gram positivas y Gram

negativas

3.8.1 Estructura de la pared celular de las bacterias grampositivas

La gruesa pared celular de las bacterias grampositivas esta constituida
principalmente por peptidoglicano. Se cree que ésta gruesa capa de
peptidoglicano es la determinante de que estas bacterias retengan el cristal violeta
de la coloracion de Gram. Sin embargo, estas células contienen también una gran
cantidad de acido teicoico: polisacéridos que se unen al &cido N-acetilmuramico o
a los lipidos de la membrana plasmatica. En este Gltimo caso se denomina acido
lipoteicoico. Tanto los &cidos teicoicos como los lipoteicoicos, tienen la funcién de
estabilizar la pared celular. Ademas los acidos teicoicos tienen un rol en la
virulencia de estos microorganismos, porque actiian como antigenos de superficie

que se unen a receptores especificos en las células del huésped (Pirez M, 2006).

La superficie externa del peptidoglicano de las bacterias grampositivas esta
generalmente cubierta de proteinas. Los diferentes grupos de bacterias
grampositivas y las diferentes especies difieren en la composicion de sus
proteinas y de acidos teicoicos; esto es util para la clasificacion serologica y la

identificacion bacteriana (Pirez M, 2006).
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3.8.2 Estructura de la pared celular de las bacterias gram negativas

Si observamos la pared de las bacterias gram negativas al microscopio electronico
podemos observar tres zonas: la membrana plasmatica, el espacio periplasmico
que incluye una fina capa de peptigolicano y la membrana externa. Esta ultima,
exclusiva de las bacterias gramnegativas, es una bicapa lipidica que difiere de
otras membranas por su capa externa, que esta constituida por una molécula
anfipatica: el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. Ademas del LPS, la membrana

externa contiene fosfolipidos y proteinas que la unen al peptidoglicano.

El LPS esta constituido por tres partes: el lipido A, el polisacarido central o del
core y la cadena lateral O. La region del lipido A esta inmersa en la membrana
externa y el resto de la molécula del LPS sobresale de la superficie celular. El core
o polisacarido central esta unido al lipido A. La cadena O u antigeno O, consiste
en unidades repetidas de una subunidad tetrasacarida y es muy variable en su
composicién entre las diferentes familias, especies y aun dentro de la misma

especie de bacterias gramnegativas (Pirez M, 2006).

Las bacterias Gram negativas, como es el caso de Eschericha coli y del resto de
coliformes, presentan en la superficie de su membrana externa lipopolisacaridos
(LPS). Los lipopolisacaridos de las diferentes especies Gram negativas tienen en
general la misma composicion quimica, la cual constan principalmente de dos
partes unidas covalentemente: Por un lado, tenemos un heteropolisacarodo
denominado ndcleo, el cual esta constituido por entre 11 y 14 sacaridos; La parte
lipidica la forma un glucolipido el Lipido A, el cual es una endotoxina que consiste
en cinco o seis acidos grasos unidos al fosfato de diglucosamina. Algunos
microorganismos, ademas, presentan una cadena polisacarida de longitud variable

denominada Polisacarido especifico O o Antigeno O (Mutharia, 1984).

Dicho antigeno es muy variable, incluso dentro de una misma especie bacteriana

se pueden encontrar multiples formas del antigeno O. No obstante, pese a la
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especificidad de los anticuerpos por un antigeno en especial, pueden darse
uniones inespecificas con otras bacterias. Hay estudios que indican que este
fendbmeno en bacterias gram negativas puede ser debido a la similitud antigénica

del lipido A entre las especies bacterianas gram negativas (Mutharia, 1984)
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IV. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO

El huevo es un alimento con alto nivel nutritivo .Su alta concentracion de nutrientes
y bajo aporte cal6rico ponen en alto su papel no solo en la dieta de la poblacion
sino también, y especialmente, en la de algunos grupos con necesidades
alimenticias especificas, como ancianos, adolescentes, gestantes, personas que

realizan dietas hipocaléricas y vegetarianos (Carbajal, 2006).

Los compuestos que lo conforman cumplen con funciones importantes para la
salud. ElI huevo se compone de tres partes: la cascara, la clara y la yema. La
cascara es la primera barrera de defensa que posee el huevo y esta revestida por
una pelicula protectora natural (avicultura, 2018). Esta barrera de defensa se
puede contaminar al presentarse penetracion de contaminantes fecales,
especialmente cuando dicha estructura esta fisurada o demasiado sucia (Lopez J,
et al.,1991), o bien porque el tracto reproductor del ave se encuentra infectado
(Humphrey, et al.,1991). La produccibn de huevos contaminados es la
consecuencia, epidemiolégicamente hablando, mas importante de las infecciones

de SE (Salmonella enteritidis) en gallinas ponedoras (Mancera, et al., 2005).
En el 2017 Mexico se coloco en el primer lugar como consumidor de huevo

fresco,por esta razon se debe cuidar la produccion y manejo de los sistemas que

producen huevo.
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En region del centro- occidente del estado de Veracruz existen tres sistemas de
produccion de huevo, el tipo organico que es cuando tienen su nido establecido en
un determinado lugar, con un corral donde pueden desplazarse con una
alimentacion organica es decir sin que en su cultivo alla existido un tipo de
pesticida . La de traspatio es cuando las tienen al aire libre, la gallina puede poner
sus huevos donde sea y comer cualquier cosa que encuentre. Por ultimo tenemos
la industrial todo el trabajo es automatizado. Se evaluara la presencia de
microorganismos patdgenos de los tres sistemas de produccion para determinar la
carga microbiana de cada uno de ellos y asi mismo identificar el tipo de
microorganismos que se encuentran presentes en estos sistemas, esto nos servira

para conocer el estado de cada sistema de produccion.

V. HIPOTESIS

El huevo de traspatio producido sin buenas practicas pecuarias y sin un manejo
adecuado en la alimentacién de las aves, puede presentar una elevada carga

microbiana incluyendo bacterias patégenas.
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VI. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la carga microbiologica en huevo de traspatio, organico e industrial de

la regidn centro-occidente del estado de Veracruz.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Detectar diversos microorganismos en la produccion de huevo de traspatio,
organico e industrial mediante la técnica de Gram para la diferenciacion de bacterias
(Gram positivas y Gram negativas).

> Detectar la posible presencia de Salmonella spp. de acuerdo a la norma
NOM-114-SSA1-1994.

> Determinar por cuanta viable la carga microbiolégica de cada sistema de
produccion de huevo.

> Evaluar si la presencia de defectos fisicos en huevo organico, industrial y de
traspatio puede correlacionarse con la presencia de Salmonella spp u otras
bacterias.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Se inicio la fase experimental con la recoleccién de huevos tipo organico, industrial
y de traspatio que se producen o se comercializan en la region centro- occidente
del estado de Veracruz. La recoleccion de huevos se realizé en los distintos
puntos de la zona, por ejemplo: traspatio se recolectaron en Atlanca, Tenexcalco,
Tehuipango, Acatepec (Municipio Huatusco), Chalchiltepec (Municipio Huatusco),
Coauixtlauac (Zongolica), Mercado de Potrerillo (Orizaba). Mientras que el huevo
tipo orgénico se encontré en el super mercado llamado Costco, las marcas que se
compraron fueron Veggetatarian (Jalisco), Huevo organico certificado (Finca
Guayacéan) certificado por bio-agricet Anexo 1, el mercado mas proximo que se
tiene a esta region se localiza en Xalapa, otros huevos tipo organicos se
obtuvieron en la Finca Chilcuahutla (Tomatlan) y en la cabecera municipal de
Huatusco. El huevo industrial se compr6 en la tienda conocida como Aurrera en el

Municipio de Coscomatepec, ver.
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Figura 3: Puntos de recoleccién de huevo

Fuente: Google Maps

De cada punto de colecta se analizé un lote de 12 huevos, a partir de éste, se
obtuvieron 3 muestras por lote, cada muestra contenia 4 huevos. El analisis que
se elabord al huevo comprendié dos etapas que iniciaron con la medicién de
variables externas (cascara) posteriormente se midieron variables internas (clara y
yema). Se pretende conocer la existencia de salmonella spp en la cascara, claray
yema para esto se utilizd el procedimiento de la Norma NOM-114-SSA1-1994.
Método para la determinacion de Salmonella spp en alimentos.

7.1 Andlisis fisicos

Como parte de los andlisis fisicoquimicos, se procedio a pesar cada huevo con
una balanza analitica (Electronic Balance Analitica Mod.20002).Posteriormente se
midieron los diametros de cada huevo, didametro mayor (diametro polar) y didametro
menor (didmetro ecuatorial) para esto se utilizé un vernier (Truper), estos datos

sirven para conocer el tamafio del huevo.
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Con los datos de los diametros del huevo se aplico una ecuacion para determinar
el volumen y la superficie de cada huevo segun la metodologia de Narushin (2005)
Las variables respuestas fueron: peso del huevo, diametro mayor (DMa), diametro

menor (DMe).

Las medidas del DMa y DMe se utilizaron para determinar el coeficiente para el
volumen teodrico (Kv) y coeficiente para la superficie (Ks), segun la metodologia de

Narushin (2005) con las expresiones:

Kv = 0,6057 - 0,0018 * (DMe)
Ks = 3,155 - 0,0136 * (DMa) + 0,0115*(DMe)

Los calculos ya realizados previamente con las ecuaciones anteriores arrojaron
resultados que se utilizaron para obtener el volumen teérico (Vt) y la superficie (S)
con apoyo de las siguientes expresiones:

Vt = Kv * (DMa) * (DMe)2

S =Ks * (DMa) * (DMe)

7.1.1 Ovoscopia

La técnica que se utiliza para observar el estado de los huevos es la ovoscopia

esta técnica consiste en mantener en contra luz el huevo para estudiarlo en una

habitacién oscura o una caja oscura.

52



Figura 4. Ovoscopio

Fuente: Elaboracion propia

Con la presente técnica se procedio a observar el estado interior de cada huevo

obteniendo datos correspondientes:

1. Camara de aire: Con la camara de aire podemos conocer la frescura del

huevo si la cAmara de aire es mas grande su frescura es menor y viceversa.

2. La variable de la camara de aire se midié colocando una regla por la parte
superior izquierda, con la cual se obtuvo el diametro de la camara de aire

para conocer su tamafio.

3. Posicion de la yema: se obtuvo con la observacion de la posicion de esta,
por medio del ovoscopio que permite visualizar la parte interna del huevo

sin llegar a la destruccion del huevo.

4. Fracturas: Se observé a simple vista las fracturas con mayor tamafio y

grosor, por medio del ovoscopio se visualizé las de menor grosor colocando
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el huevo en contra luz y se girandolo al mismo tiempo para buscar posibles

fracturas.

7.2 Determinacién de la carga microbiologica para cascaron claray yema de

huevo.

El analisis microbiolégico de las muestras de huevo, se realizé de acuerdo a la
NOM 114-SSA1 -1994, en la cual se considera como unidad analitica 25.0 g
muestra, en una proporcion de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede variarse
siempre que se mantenga la misma proporciéon de 1:9 en el medio de pre-
enriguecimiento. Para esta fase experimental, todo el trabajo se realiza dentro una
camara de flujo laminar (Industria Figursa Mod.CFH-90).Todo el material fue
previamente esterilizado en el autoclave (Mod. SM360-A19 para evitar

contaminaciones cruzadas.

e Para realizar la técnica se prepard caldo lactosado como medio de
preenriquecimiento de la bacterias, para lograr una condicion fisiolégica

estable de las células de Salmonella spp. presentes en las muestras.

1. Para el preenriquecimiento de la cascara en caldo lactosado se utilizaron
bolsas estériles, colocando en cada bolsa 4 huevos sin romperlos vy
vertiendo la cantidad de 36ml de caldo lactosado, manteniendo la misma

proporcién 1:9 en este caso fue (4:36) de muestra/caldo.

2. Los huevos permanecieron 5 minutos en la bolsa promoviendo asi que las

impurezas de la cascara quedaran en el caldo lactosado.

3. Se procedi6 a dejar a incubacion (Incubadora Memmert Mod.30-1060) por

24 horas a una temperatura de 37°C.
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4. Pasando 24 horas de incubacién se observaron las muestras para detectar
el posible crecimiento de bacterias.

Figura 5. Preenriguecimiento del cascaron

Fuente: Elaboracion propia

7.2.1 Andlisis de la claray yema

Para este paso se utilizé un lote de 12 huevos en el cual se manipularon 4 huevos
en cada muestra. Las muestras que se obtuvieron fueron 3 por lote, a los tubos se
les designaron los siguientes numeros 1-4, 5-8 y 9-12, la denominacién designada

fue de acuerdo a el nUmero de huevo que contenia cada muestra.

1. En un vaso de precipitado se rompieron 4 huevos y se homogenizaron
perfectamente.

2. Se ocupd una muestra de 15 ml, para hacer un analisis proporcional donde
se tom6 135 ml de caldo lactosado, esta proporciébn quedo 15:135

muestra/caldo.
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3. Para esta fase se utilizaron matraces de 150ml previamente esterilizados.

4. Sembrada la muestra en el caldo lactosado se procedié a incubar por 24
horas a una temperatura de 37°c.

5. Pasando 24 horas de incubacion (Incubadora Memmert Mod.30-1060) se

observo el posible crecimiento de bacterias.
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Figura 6: Preenriquecimiento para clara y yema

Fuente: Elaboracion propia

7.3 Fundamentos de la Tincion de Gram

Los principios de la tincion de Gram estan basados en las caracteristicas de la
pared celular de las bacterias, la cual le confiere propiedades determinantes a
cada microorganismo (Lopez-Jacome et al., 2014).
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Hay bacterias de un mismo género que pueden observarse en la misma muestra

como Gram positivas y como Gram negativas, a este evento se le llama tincién

Gram variable secundaria (Beveridge, 1990).

Cuadro 3. Composicion de la pared celular de Gram positivas y Gram negativas

Bacterias Gram positivas

Bacterias Gram negativas

Glucopéptidos 0.02 a 0.06 um
Proteinas

Glucopéptido 0.01um

Proteinas Membrana externa:

Acidos lipoteicoicos

Lipoproteinas

Acidos teicoicos . o
_ . Lipopolisacaridos
Lipopolisacaridos .
_ . Fosfolipidos
Acidos teicuronicos .
o Proteinas
Fosfolipidos o
o Polisacaridos
Polisacaridos

Fuente: Morfologia y estructura bacteriana. Temas de bacteriologia y virologia
médica,2016

El peptidoglicano no se tifie por si mismo, mas bien parece actuar como barrera
de permeabilidad para evitar la pérdida de cristal violeta. Durante el proceso de
coloracion las bacterias se tifien primero con cristal violeta y luego se tratan con

yoduro para favorecer la retencién del colorante.

En la decoloracion con etanol, se cree que el alcohol contrae los poros de la capa
gruesa de peptidoglicano y se retiene el complejo colorante yoduro; asi las
bacterias adquieren color violeta. Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las
bacterias gramnegativas es muy fina, con menos enlaces y con poros de mayor
tamafio. Ademas, es posible que el tratamiento con alcohol extraiga suficientes
lipidos de la membrana externa como para aumentar su porosidad. Por estos
motivos el alcohol elimina mas facilmente el complejo cristal violeta yoduro en las

bacterias gramnegativas. (Pirez M, 2006).
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METODO

La técnica de la tincibn de Gram se realizo6 para analizar cada bolsa previamente
incubada, Se tomaron muestras por triplicado de cada bolsa de las cuales se les
realizo la tincion de Gram, para diferenciar las bacterias presentes y saber si
corresponden a Salmonella spp tomando en cuenta que es una bacteria gran

negativa con forma cocoide. Anexo 2.

7.4. Enriquecimiento selectivo para cascaron claray yema

1. Transcurriendo las 24 horas de incubacion del andlisis de la cascara, clara
y yema en medio lactosado, esto como pre-enriguecimiento, se procedio a

un enriguecimiento selectivo.

2. Se preparo el medio selectivo selenito cistina el cual no se esteriliza para su
uso (Este medio selenito cistina es especificamente para el crecimiento de
Salmonella spp) se utiliza para incrementar las poblaciones de Salmonella

spp e inhibir a otros microorganismos.

3. Después se tomaron 9 ml de medio selectivo (selenito cistina) por muestra

y se le agrego a cada tubo de ensayo.

4. Posteriormente de cada bolsa se tomd una muestra de 1 ml con un micro

pipeta.

5. Se vertié en tubos de ensayo que contenian 9 ml del medio de selenito

cistina.
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6. Se cerr6 perfectamente la rosca de los tubos, sellandolos con cinta para
evitar que la sustancia se derramara y se etiqueto cada tubo. Se agito para

homogenizar adecuadamente la muestra al medio selectivo.

7. Después los tubos son puestos a incubar a 37°c por 24 horas.

Figura 7: Comparacion de tubos en distintas fases, Testigo, Pre enriquecimiento y
Enriquecimiento selectivo.

Fuente: Elaboracién propia
Terminando el estudio microbiolégico en la cascara se procede a la destruccion de

esta, ya realizado se mide el grosor de la misma y se repite el mismo
procedimiento con la clara'y yema.

7.4.1 Tubos multiples para cascaron, claray yema.

1. Para realizar este método se elaboré un buffer de fosfato Anexo 3 de
acuerdo a la norma NMX-F-286-1992 para la dilucién de muestras, el cual
se esterilizo a 120°C y se dej6 enfriar.
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2. Para las diluciones se necesitaron 3 tubos de ensayo. A estos 3 tubos de

ensayo se les agrega 9 ml de buffer de fosfato.

3. A cada ubto con 9 ml de bufer de fosfato se le agrego una alicuota de
1000u! (1ml) de la muestra incubada anteriormente con selenito cistina. Se
tapa y se sella para evitar que la muestra se vacié. Se agita suavemente

para homogeneizar la muestra

4. Posteriormente se repiti6 el mismo paso con el tubo ya homogenizado,
tomando una alicuota de 1000u (1ml) del tubo y vertiéndola en un nuevo
tubo de ensayo que contiene 9 ml de buffer de fosfato, se prepararon
diluciones de 0.1, 0.01 y 0.001.

5. Estas diluciones se colocaron a incubar a 37°C / 24 horas. Posteriormente
se determiné la densidad 6ptica (DO) de cada suspension a una longitud de
onda de 620 nm.

El tubo blanco que se utiliz6 para medir en el espectrofotbmetro la longitud de

onda fue el buffer de fosfato, las mediciones se tomaron cada hora haciendo un

total de 4 lecturas.
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Figura 8. Diluciones.

Fuente: Elaboracidon propia

7.4.2 Vertido en placa

1. Se elabor6 el medio solido (agar verde brillante) en cual sirve para
determinar el nimero de colonias que crecen en cada placa. y se procede a

esterilizar
2. Ya esterilizado el medio y las cajas Petri, se colocan en la campana de flujo
(Industria Figursa Mod. CFH-90) laminar para evitar contaminaciones

cruzadas.

3. Se esperé que el medio llegara a una temperatura de 45°C para vertirlo en

las placas

4. El medio se vertié en cajas Petri cada una con 20 ml de medio sélido. Se

dej6 reposar por 10 minutos hasta que se solidifico el medio.
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A las muestras con selenito se les realiz6 una dilucién de 0.1 ml en tubos
con buffer de fosfatos. Esta dilucion sirve para tener una mejor

concentracion de la muestra y tener colonias que se puedan cuantificar.

Ya solificado el agar bilis verde brillante se tom6 una alicuota de 10ul de la

muestra ya diluida y se vertio en una caja Petri.

Sembrado ya la alicuota, se sell6 la caja Petri para evitar que la muestra se
derramara y se movid en forma circular para qué la muestra se
homogenizara por todo el medio sélido. Se procedi6 a incubar a 37 °C por
24 horas.

Si después de 24 horas de incubacion no hubo crecimiento se espera otras
24 horas segun la NOM-210-SSA1-2014.

Después del crecimiento de las bacterias en placa se conto las colonias que
crecieron, posteriormente se realizdé un célculo para el recuento en placa,

se utilizé la siguiente ecuacion:

ufc numero de colonias en placa

ml ~ factor de dilucion x volumen de siembra

62



Figura 9: Placa incubada por 24 horas

Fuente: Elaboracion propia
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VIill. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Analisis fisicos de huevo tipo organico, industrial y de

traspatio

En este trabajo de investigacion, al total de lote de huevos se les tomaron
mediciones fisicas, las medidas obtenidas fueron utilizadas para determinar
volumen y superficie, con ayuda de la ecuacion menciona en el apartado 7.1
segun la metodologia de Narushin,( 2005).

Los andlisis fisicos de peso, grosor de la cascara y fracturas se describen en el

capitulo VIl de materiales y métodos.

Los resultados del analisis de varianza no mostraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) en los pardmetros de volumen, superficie y peso. En el
volumen de los tres tipos de huevos son estadisticamente similares pero en el
huevo de traspatio existe una notable variabilidad en la desviacién estandar, esto

mismo sucede en el parametro de la superficie. Cuadro 4.

En los datos del peso los tipos de huevos no son significativamente diferentes de

acuerdo a la prueba de comparacién de medias de Tukey (P<0.05).

El grosor de la cascara en los tres tipos de sistemas de produccion de huevo

mostraron diferencias estadisticas significativas (P<0.05). Los huevos de traspatio
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presentaron un mayor grosor de la cascara, mientras que los huevos organicos
manifestaron un menor grosor, los que presentaron un valor intermedio fueron los

industriales.

Cuadro. 4. Comparacion de los parametros fisicos del huevo industrial, organico y
de traspatio

PARAMETROS FISICOS

TIPO DE VOLUMEN  SUPERFICIE PESO GROSOR DE
HUEVO (ml) (cm?) () LA CASCARA
(cm)

Industrial 65.77+£3.78 a  78.71+3.20a 59.938+3.647 a 0.440%0.034 ab
Orgénico 61.31+7.27a 74.73x6.30a 56.23+5.845a 0.416+0.058 b
Traspatio 69.87+58.64 a 84.04+57.0a 58.36x4.683 a 0.45+0.085 a

* Medias con la misma letra en cada fila no son significativamente diferentes de acuerdo a
la prueba de comparacién de medias de Tukey (P<0.05).

Los resultados que se observan de volumen, superficie y peso en el cuadro 4, no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.

En un estudio realizado por Hernadndez-Bautista et al., (2013) se evalud las
propiedades de parametros fisicos de los huevos de 4 lineas de gallinas hibridas
de las cuales 40 fueron alojadas en jaulas individuales en donde se les
proporcion6 alimento y 80 fueron criadas a pastoreo completamente, se observé
en estos dos sistemas un comportamiento similar en los parametros de peso del

huevo, diametro del huevo esto se puede deber a la edad de la gallina.
Con esto se explica los datos que se obtuvieron en el andlisis de varianza y la

variabilidad que se observa en los huevos de traspatio al no conocer con exactitud

la edad de la gallina.
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El estudio antes mencionado también sefiala que los huevos de gallinas en
pastoreo mostraron mejor grosor de cascara posiblemente por la menor tasa de

postura de las gallinas en pastoreo favorece el aumento del grosor de cascaron.

En el andlisis de varianza con respecto al grosor de la cascara del huevo tipo
organico refleja un menor grosor de la cascara de acuerdo con Muriuri y Harrison
(1991). La elevada temperatura ambiental aumenta la temperatura corporal de la
gallina reduciendo la calidad de la cascara (grosor de la cascara). Segun Roland
(1977) en los Estados Unidos no se recolecta el total de huevo producido esto por
problemas de cascara (cascara delgada y con fracturas) principalmente en los
estados del sur. Los huevos tipo organicos que se manipularon en la fase
experimental son de granjas ecologicas de México ubicadas en el norte del pais
con un clima calido que reduce la calidad del cascaron lo que produce un menor

grosor del mismo.

De acuerdo con Muriuri y Harrison (1991), la elevada temperatura ambiental
reduce la calidad del cascaron, Los huevos tipo organicos manipulados para la
fase experimental son de granjas ecoldgicas del norte de México con un clima
calido que reduce la calidad del cascaron lo que produce un menor grosor del

mismo.

8.1.1 Ovoscopia en huevo de tres sistemas de produccién

La técnica que se utiliza para observar el estado de los huevos es la ovoscopia

esta técnica se describe en la sesion 7.1.1 de la metodologia antes mencionada.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza en el cuadro 5, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).La camara de aire en los tres
tipos de sistemas de produccion son estadisticamente iguales, solo se observa

una notable variabilidad en la desviacion estandar en el huevo de traspatio
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Cuadro 5. Determinacion de la camara de aire en huevo industrial, tipo organico y

de traspatio

TIPO DE HUEVO CAMARA DE AIRE
(cm)
Industrial 2.492+0.373 a
Organico 2.584+0.719 a
Traspatio 2.474+2.479 a

* Medias con la misma letra en cada fila no son significativamente diferentes de acuerdo a
la prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

De acuerdo a los datos anteriores no se mostré diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) pero con una amplia variabilidad. La variabilidad observada
en el huevo de traspatio, puede deberse o atribuirse a que presentan una menor
tasa de postura y por lo tanto, la forma en la cual se recolectan los huevos es

diferente en comparacion a los huevos industriales Juarez y Ochoa (1995).

Con respecto a las fracturas en la ovoscopia de los huevos industriales y de
traspatio no se observaron fracturas mientras que en los huevos tipo organicos
hubo un porcentaje de 9.37% de fracturas, esto concuerda con los resultados
anteriores de la tabla 3. Del grosor de cascara donde se observa un menor grosor
al respecto de los otros sistemas de produccion del huevo, consecuentemente una

mayor fragilidad.

8.2. Analisis microbioldgico en cascardn de huevo

Para determinar la carga microbiolégica en cascarén de huevo, primero se realizé

un preenriguecimiento antes descrito en el apartado 7.2 de la metodologia.
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Los resultados del andlisis de varianza mostraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) entre la carga microbiolégica observada en los diferentes

tipos de huevo evaluados. Cuadro 6.

Para la dilusién0.1ml se observdé que los huevos industriales fueron los que
tuvieron la menor carga microbiologia (0.117 unidades de absorbancia), mientras
gue en los huevos de traspatio y huevos organicos se registraron los valores mas
altos de esta variable (0.421 y 0.368 unidades, respectivamente)(Cuadro 6).Con
respecto a la dilucion de 0.01 también se observaron diferencias significativas
(P<0.05) entre los tres tipos de huevo, siendo nuevamente el tipo industrial el que
registro el menor valor de carga microbiolégica, mientras que los huevos de
traspatio mantuvieron la concentracion mas alta para este tratamiento; en el caso
de los huevos tipo organico, éstos registraron una carga microbiolégica intermedia

con relacion a los tipos anteriores.

Finalmente, para la dilucion a 0.001 los huevos tipo industrial mostraron los
valores mas altos de carga microbiologica con respecto a los tipos organico y de
traspatio que se observaron estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de
Tukey (P<0.05).

Cuadro 6. Determinacién de la carga microbiologica por espectrofotometria DOgzo
para huevos tipo organico, industrial y traspatio.

Tipo de Huevo*
Dilucion (ml) (Unidades de Absorbancia)
Traspatio Organico Industrial
0.1 0.421+0.148 a 0.368+0.078 a 0.117+0.0155 b
0.01 0.053+0.014 a 0.048+0.010 ab 0.028+0.0051 b
0.001 0.011+0.004 b 0.012+0.006 b 0.038+0.0275 a

* Medias con la misma letra en cada fila no son significativamente diferentes de acuerdo a la

prueba de comparacion de medias de Tukey (P<0.05).
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De acuerdo a los resultados anteriores, la menor concentracion de
microorganismos en huevos tipo industrial puede ser atribuida a las condiciones
de higiene con las que se maneja este tipo de sistema de produccion, ya que se
caracteriza por un control total de la alimentacion, sanidad y cuidado de jaulas, asi
como el manejo de los tiempos y movimientos de las aves para evitar el estrés
durante la época de postura (SAGARPA., 2009).

Por otra parte, el manejo y control en la produccién de huevo tipo organico y
traspatio es menos estricto, ya que en ambos casos las parvadas de gallinas son
pastoreadas libremente y existe poco control sobre los sitios de postura. De
acuerdo con Cuca-Garcia et al., (2011)

8.2.1. Andlisis microbioldgico en claray yema de huevo

La determinacion de la carga microbiologica de la clara y yema fue de manera
similar a la que se describe a la sesion 8.2 iniciando con un preenriquecimiento de
la muestra, siguiendo con un enriquecimiento en un medio selectivo como el
selenito cistina incubado por 24 horas y consecuentemente la realizacién de los
tubos multiples para determinar la densidad éptica a una longitud de onda de
620nm.

En el cuadro 7. Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias
estadisticas significativas (P<0.05) entre la carga microbiol6gica observada en la
clara y yema de los diferentes tipos de huevos evaluados. Para la dilucion 0.1 el
analisis de varianza no mostro diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
entre los tres tipos de huevo, la carga microbiologica del huevo de traspatio y tipo
organico mostraron gran variabilidad. En la dilucion 0.01 se observé resultados

estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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Finalmente en la dilucion 0.001 se mostraron resultados estadisticamente
significativos (P<0.05), la carga microbiolégica mas alta en esta dilucion fue el
industrial (0.0490+£0.034 a) el que presento una menor carga microbioldgica fue el
organico (0.0122+ 0.005 b) mientras que el de traspatio estuvo en un punto
intermedio (0.0168+0.031 ab)

Cuadro 7. Determinacion de la carga microbiolégica en clara y yema por

espectrofotometria DOgyo para huevos de traspatio, industriales y tipo organicos.

Tipo de Huevo*

(unidades de absorbancia)

Dilucion Traspatio Orgénico Industrial
0.1 0.3229+0.283 a 0.2274+0.156 a 0.0626%0.023 a
0.01 0.0416+0.033 a 0.0639+0.090 a 0.0306%0.006 a

0.001 0.0168+0.031 ab 0.0122+ 0.005 b 0.0490+0.0342

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

Conforme a los resultados discutidos anteriormente; no se mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) pero se observé en el huevo de traspatio y

tipo organico existe gran variabilidad en la desviacién estandar.

De acuerdo a Mancera (2005) en un estudio realizado en la ciudad de México para
identificar Salmonella enteritidis en huevo para consumo Se obtuvieron 131
aislamientos considerados en 12 diferentes géneros bacterianos: Acinetobacter
spp., Alcaligene spp., Bacillus spp., Branhamella spp., Edwardsiella spp., Hafnia
spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Shigella spp., Staphylococcus spp., Yersinia
spp, obteniendo una cepa de Salmonella enteritidis, la cual se clasific6 como no
tipificable. Esto explicaria parcialmente los resultados obtenidos en el cuadro 7

donde se observaron cargas microbioldgicas similares en las diluciones 0.1ml y
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0.01ml de los tres sistemas de produccion de huevo, lo cual no significa que el
interior de huevo este contaminado con Salmonella spp también existen otros tipos
de bacterias que no son patdégenas o proteinas que no hacen nada pero también

arrojan lecturas a una DOe20.

8.2.2. Comparacion de la carga microbiolégica en el exterior e interior del

huevo

La comparacion de carga microbiolégica del exterior e interior de huevo tipo
organico se realizd6 para observar el comportamiento microbiolégico en cada uno
de las diluciones (0.1, ml 0.01ml, 0.001ml). Se determiné la densidad 6ptica por
espectrofotometria a una longitud de onda de 620 nm. Al respecto los resultados
del analisis de varianza no mostraron diferencias estadisticas significativas

(P<0.05) en la carga microbioldgica de la cascara.

En los resultados de la clara y yema los resultados del andlisis de varianza
mostraron diferencias estadisticas significativas (P<0.05), la menor carga

microbiologia se encontré en la dilucién0.1 (0.2274+0.15 b).

Cuadro 8. Carga microbiologica en el exterior e interior de huevo organico por
espectrofotometria DOgyo.

Dilucion
0.1 0.01 0.001
Cascara 0.3679+0.07 a 0.0476+0.01 a 0.0.117+0.006 a
Claray Yema 0.2274+0.15 b 0.0639+0.09 a 0.0122+0.005 a

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparacion de medias de Tukey (P<0.05).
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Lo anterior puede ser atribuido a que las gallinas que se crian en este tipo de
produccion tienen acceso al exterior. El acceso a pastura, a pesar de no ser
especificamente requerido para aves organicas, permite a las aves forrajear en
busca de plantas, insectos, y generalmente resulta en una mejor salud (Baier,
2015).Las practicas preventivas y condiciones de vida sanas, como mantener
sistemas de alimentacion y bebederos limpios, son criticas para reducir
enfermedades y presencia de organismos patdégenos como Salmonella spp y E.
coli. (Baier, 2015).

Cuadro 9. Carga microbiologica en el exterior e interior de huevo de traspatio por

espectrofotometria DOgyo.

Dilucioén
0.1 0.01 0.001
Cascara 0.4207+0.14 a 0.0532+0.01 a 0.0115+0.004 a
Claray Yema 0.3229+0.28 a 0.0416+0.03 a 0.0168+0.031 a

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparaciéon de medias de Tukey (P<0.05).

La comparacién del crecimiento bacteriano del interior y exterior de los huevos de
traspatio se realizé partir de las diluciones mostradas en la cuadro 9. Se determiné
la densidad éptica por espectrofotometria a una longitud de onda de 620 nm.

Los resultados del andlisis de varianza no mostraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) entre la carga microbioldgica del interior y exterior del huevo

de traspatio y las diluciones correspondientes.

Los datos anteriores pueden ser atribuidos a que en condiciones de traspatio se
tiene poco o nulo manejo sanitario, la alimentacion de las aves de traspatio

consiste en lo que las aves pueden recoger como hojas, hierbas tiernas, forrajes,
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insectos, sobrantes de comida, frutas y tortilla los cuales deben ser del dia para

evitar enfermedades de tipo digestivo (Cuca-Garcia et al., 2011).

Acorde a un estudio realizado en Ecuador en la ciudad de Loja se determiné la
presencia de salmonella spp. En huevos de gallina de traspatio comercializados
en diferentes puntos de esa ciudad, no se evidencio la presencia de Salmonella
spp. En los analisis microbioldgicos de muestras sospechosas, se aplico el disco
de confirmacion, siendo su resultado negativas, a pesar de esto el huevo si
contiene una carga microbiolégica en este estudio ya no se continuo con la

genotipificacion.

Los resultados que se muestran en la cuadro 9, presentan una carga
microbioldgica, esto no quiere decir que sea salmonella spp. si no que existen
otros microorganismos presentes en la muestra, que pueden causar interferencias
por ejemplo entre las especies gram negativas y positivas se pueden encontrar
multiples formas de la cadena O u antigeno O es muy variable en su composicion
entre las diferentes familias, especies y aun dentro de la misma especie de
bacterias gramnegativas

No obstante, pese a la especificidad de los anticuerpos (encargados de reconocer
el componente de interés) por un antigeno en especial (componente de interés),

pueden darse uniones inespecificas con otras bacterias.

Hay estudios que indican que este fendmeno en bacterias gram negativas puede
ser debido a la similitud antigénica del lipido A entre las especies bacterianas

gram negativas (Mutharia, 1984)

La carga microbiologica del exterior e interior del huevo industrial se determiné por
espectrofotometria, cuya densidad Optica se midié a una longitud de onda de 620
nm. Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias estadisticas

significativas (P<0.05) en la carga microbiologica de la cascara en la dilucion 0.1ml
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(0.1170+0.015 a) se mostré la mayor carga microbiolégica mientras que en las

otras fueron de menor carga y similares.

En el interior del huevo industrial en la clara y yema no se encontraron diferencias
significativas de acuerdo a la prueba de comparacion de medias de Tukey
(P<0.05).

Cuadro 10. Carga microbiolégica en el exterior e interior de huevo industrial por

espectrofotometria DOgyo.

Dilucion
0.1 0.01 0.001
Céscara 0.1170+0.015 a 0.0285+0.005 b 0.0382+0.027 b
Claray Yema 0.0626+0.023 a 0.0306+0.006 a 0.0489+0.034 a

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba

de comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

El cuadro 10 de la carga microbioldgica del huevo industrial mostro en la cascara
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de comparaciéon
de medias de Tukey (P<0.05).

En un estudio realizado en la ciudad de México en huevo de consumo (Industrial)
De las 400 muestras tomadas de diferentes empresas se obtuvieron 131
aislamientos bacterianos, siendo 88 de yema (67 %), 26 de clara (20 %) y 17 de

cascaron con membranas (13 %).

8.3 Comparacion del numero de colonias presentes en placa por el método

de vertido en placa del interior y exterior del huevo.
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La presente comparacion se obtuvo de la realizacién de tubos multiples utilizando
Unicamente la dilucion 0.1 ml esta dilucion se realiz6 para tener una mejor
concentracion del cultivo, obteniendo colonias aisladas que se puedan cuantificar
y ser proporcional al cultivo de inicio, consecuentemente se elaboré un medio de
cultivo solido(agar verde brillante) para manipularlo en el proceso de vertido en
placa de acuerdo a la norma NOM-114-SSA1-1994, este agar verde brillante
permite cuantificar las colonias presentes en el cultivo. Todo el procedimiento se

manipulo en la campana de flujo laminar para evitar contaminaciones cruzadas.

Los resultados presentados en la tabla 10, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Los tres tipos de huevos presentan un
namero de colonias estadisticamente iguales, pero una desviacion estandar con
una amplia variabilidad en las dos variables internas y externas (cascara, clara y

yema) en los huevos de traspatio.

Cuadro 11. Determinacion del Numero de colonias presentes en cada sistema de

produccién.
Tipo de huevo
Tipo organico Traspatio Industrial
Cascara 96.28+85.79 a 112.09+85.09 a 18.3349.46 a
Yemay clara 105.96+64.06 a  114.00+105.82 a 22.50+23.85 a

* Medias con la misma letra por fila no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05).Los tres tipos de huevos presentan un numero de colonias
estadisticamente iguales. Acerca de los huevos industriales se encontraron
trabajos sobre el tipo de microorganismos presentes en el interior y exterior

(cascara, clara y yema) mientras que en los tipo organicos no se localizé algun
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trabajo sobre microorganismos presentes en ellos, solo de sus propiedades

fisicas y sensoriales.

En un estudio realizado por Neira Solis (2016) Acerca de la microbiota en huevos
y derivados: identificacion y desarrollo, en este trabajo se estudié dos sistemas de
produccion el traspatio y el industrial. Los huevos comerciales mostraron gran
variabilidad en la microbiota de la cascara, siendo mayor en los huevos de
traspatio que en los industriales, en ninguno de los casos se encontré un género
de salmonella spp, respecto al trasporte atravez de la cascara se observo que los
microorganismos tienden a adherirse a la superficie del huevo pudiendo atravesar
con relativa facilidad las barreras protectoras naturales y multiplicandose asi en el
interior del huevo, en la yema los microorganismos encuentran un medio liquido en
donde se multiplican facilmente, por esta razon en la clara y yema existe un mayor

namero de colonias que en el cascaron

8.3.1 Comparacion del numero de colonias por vertido en placa en diferentes
puntos de colecta

La presente comparacion de numeros de colonias en huevo organico de diferentes
puntos de colecta se obtuvo de la dilucién 0.1 ml esta dilucién se realiz6 para tener
una menor y mejor concentracion del cultivo, posteriormente se realiz6 un medio
de cultivo solido para analizar las muestras por cuenta viable (técnica de vertido
en placa) de acuerdo a la norma NOM-114-SSA1-1994, el agar verde brillante

(medio solido) permite cuantificar las colonias presentes en el cultivo.
Todo el andlisis se realizd bajo campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones cruzadas. Esta comparacion se realizé para identificar el punto

de colecta que mayor riesgo de contaminacion tiene.
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Los resultados del analisis de varianza mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la cascara del huevo, el mayor valor del numero de colonias se
presentd en la Finca de Chilcuahutla (202.50+£3.54 a) y el menor en la Finca de
Guayacan (10b). Con respecto a Clara y yema el analisis de varianza no mostro
diferencias estadisticamente significativas pero con una notable variabilidad en la
Finca de Chilcuahutla (125+141.42 a).

Cuadro 12. Comparacion del numero de colonias de tipo organico en los diferentes

puntos de colecta.

PUNTOS DE COLECTA
VARIABLE FINCA FINCA
JALISCO HUATUSCO
S CHILCUAHUTLA GUAYACAN
CASCARA 202.50+3.54 a 186+91.5 a 48.38+27.9b 10 b
CLARAY 105.0+67.64
125+141.42 a 124.4450.43 a 78.75+49.8 a
YEMA a

* Medias con la misma letra por fila no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

En el sistema tipo organico de la variable de la cascara existe variabilidad entre los
puntos de colecta pues se tiene un valor alto y un valor muy bajo, la Finca de
Guayacan tiene una certificacion organica proporcionada por bio-agricert
Anexol.al igual que la de Jalisco por la certificacion de Gallina libre de jaula. La
Finca Chilcuahutla tiene certificacion de Rainforest y Amsa Starbooks a pesar de

esto tiene un elevado nimero de colonias.

En los huevos de traspatio existio gran variabilidad en los diferentes puntos de
colecta. En el caso de la cascara no mostro diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05). Los datos son estadisticamente iguales el punto de colecta
de Atlanca presento un mayor numero de colonias (238.50+ 54.45 a) pero a su vez

los diversos puntos presentaron desviaciones estandar muy altos.
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En el caso de la clara y yema los resultados del andlisis de varianza mostraron
diferencias estadisticas significativas (P<0.05). El que tuvo el mayor niumero de
colonias fue Tehuipango (242.50+ 10.61 a), los que indicaron un menor namero de
colonias fueron Mercado de Potrerillo (10 bc) y Chalchiltepec (20.00+7.07 c).

Cuadro 13.Comparacion del numero de colonias de huevo de traspatio en los

distintos puntos de colecta.

Puntos de colecta (Numero de colonias)
_ Mercado _ _
Tehuipan Coauixtla Chalchilt
variables |Atlanca Tenexcalco de Acatepec
go _ hua epec
potrerillo
238.50+ 187.50+ 112.17+ 83.33+ 56.25+58.3  47.83%
Cascara 99.00 a
54.45 a 17.68 a 99.41 a 80.36 a 4a 48.18 a
Claray 242.50£10. 212.50+ 20.00x 60.00£39.6
10.00 bc
yema 6la 88.39 ab 7.07c 9 bc

* Medias con la misma letra por fila no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de

comparacion de medias de Tukey (P<0.05).

Los resultados obtenidos en la tabla 13 muestran puntos de colecta con nimero
de colonias demasiado altos y otros bastante bajos o nulos, esta variabilidad se
presentd en la clara y yema de los diferentes puntos de colecta, esto se le puede
atribuir al cuidado que cada lugar le da a las aves incluyendo la alimentacion y los

sitios de postura.
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IX. CONCLUSIONES

Los tres sistemas de producciéon de huevo que se compararon manifestaron
parametros fisicos estadisticamente iguales tal es el caso del volumen, superficie
y peso. Solo el parametro del grosor de la cascara fue diferente, el que presento

un menor grosor de la cascara fue el huevo tipo organico.

En el analisis microbiolégico de la cascara de estos sistemas de produccién de
huevo, se observd una menor carga microbiolégica en los huevos industriales,
mientras que en los huevos de traspatio y tipo organico las cargas microbioldgicas
fueron similares. Los huevos de traspatio presentaron gran variabilidad en la

desviacion estandar.

En el caso del analisis microbiolégico de la clara y yema de los tres sistemas de
produccién, no se mostraron diferencias estadisticamente significativas .Los tres
sistemas de produccién indicaron semejanzas en la carga microbiana. Los huevos
tipo orgénicos y de traspatio registraron una amplia variabilidad en la desviacion
estandar, esto sucedio porque tenian valores demasiados dispersos con respecto

a la media, comprendian valores bastante bajos y muy altos.

En la comparacion del niumero de colonias presentes en placa por el método de
vertido en placa del interior y exterior (cascara, clara y yema) del huevo los
resultados que se observaron en los sistemas de produccion fueron

estadisticamente iguales, con una variabilidad notable en huevo de Traspatio y
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Organico esto se atribuye a que en algunos puntos de colecta no se encontrd
colonias, en otras se localizaron valores bajos mientras unas tenian valores muy
altos. La clara y yema en los diferentes sistemas de produccion presentaron un
mayor valor de la carga microbiana que la cascara, la yema es un medio rico de

nutrientes en donde los microorganismos se multiplican facilmente.

Los huevos tipo organicos llegan a presentar una baja carga microbiana, las aves
son cuidadas para que los huevos tengan una menor carga 0 no exista carga
microbiana , existen normas para cuidar este tipo de sistema pero no todas las
granjas ecolbgicas cumplen con estos requisitos, por esta razén se encontraron
granjas donde habia huevos con alto numero de colonias y con un valor bajo o
nulo, otro factor que afecta a este tipo de huevo fue las fracturas que se

observaron pues pudo atribuir a la presencia de microorganismos.

Algo similar ocurrié con los huevos de Traspatio aungque son valores mas altos que
los orgénicos, son estadisticamente iguales, ya que presentan variabilidad entre
los puntos de colecta. Esto nos sirve para conocer el estado de cada sistema de
produccién, con esto podemos concluir que el sistema de Traspatio se puede
mejorar, para reducir la carga microbiolégica ya que en varios puntos de colecta
no hubo carga microbiana o fue baja todo depende del cuidado y alimentacién de
las gallinas. Con lo antes mencionado podemos mejorar el sistema de Traspatio
para ayudar a la economia de las familias que dependen de esta practica.

Hasta ahora, no se habia determinado la cantidad de microorganismos presentes

en los tipos de huevo que se consumen en el estado de Veracruz, particularmente

para los sistemas de produccion organica y de traspatio.
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XI.  ANEXOS
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Agrcert Mexico SA de CV Pasec ce 1a Revolucidn 330 Coloma Emiliano Zapata Uruapan Michoacan Mexico C P 801800 -_p!
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Anexo |

Certificado No:

Revisiéon No:

AN
CERTIFICADO ORGANICO

00188/2017

v,
erc™

SENASICA-OCO-16-005

HERIBERTO IGNACIO ORTIZ SAAVEDRA

Representante Legal: HERIBERTO IGNACIO ORTIZ SAAVEDRA

Sede Legal: DEL TECOLOTE # 20, COLONIA CENTRO, TICUMAN, MORELOS,
MEXICO. C.P. 62773.

Sede Operativa: CARR. SAN LUIS-GUADALUPE VICTORIA KM. 4.9, GUADALUPE
VICTORIA, PUEBLA, MEXICO/ TECOLOTE # 20 COLONIA CENTRO, TICUMAN,
TLALTIZAPAN, MORELOS, MEXICO.

Cadigo de control: ID SENASICA-OCO-16-005-001255

Tipo de actividad: PRODUCCION VEGETAL Y ANIMAL DE LA ESPECIE AVES DE
CORRAL, PROCESAMIENTO Y COMERCIALIZACION DE PRODUCTOS
ORGANICOS DE LAS ACTIVIDADES AGROPECUARIAS.

Producto

PASTO

PASTO
INFRAESTRUCTURA
GALLINAS

MAIZ
TRIGO
GARBANZO
AMARANTO

Categoria

100% ORGANICO

100% ORGANICO

100% ORGANICO
100% ORGANICO
100% ORGANICO
100% ORGANICO

Lugar y fecha de emision

Superficie Nombre del

(Ha)
01-50-00

49-49-20
00-50-80
60,000
Cbzas.
100-00-00
100-00-00
50-00-00
50-00-00

URUAPAN, MICHOACAN 27/06/2017

GAN/(_

/\iio

Viaencia

predio
FINCA GUAYACAN

RANCHO PARAISO

PREDIO
MEXCAHUATLAN

Cantidad
Prevista Anual
(kg)

4,190,400 Pzas. De
huevo (251,424 Kg)
4, 190,400 Pzas.

1, 000,000
1, 000,000
400,000
200,000

% !°
o \ ,—\\ (' ¥ Q{. - w—pne o
ey -, ‘ =3
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ANEXO 2. Tincion de gram

Material y reactivos

w

© © N o 0 b

% Mecheros bunsen.

« Portaobjetos.

% Placas de Petri 0 tubos de ensaye con bacterias sembradas sobre un
medio de cultivo.

+ Asa de siembra de platino.

% Goteros

% Agua destilada.

¢ Lugol.

¢+ Alcohol/Acetona 1:1

< Safranina.

% Cristal Violeta.

¢+ Microscopio optico.

Se tomd con una Asa de siembra la muestra de los tubos de ensayo
incubados por 24 horas.

Se hizo un frotis en un porta objetos y se distribuye perfectamente.

Secar la muestra en un mechero o al aire libre, Teniendo ya seca la
muestra.

Agregar una gota de azul de metileno y se deja reposar por 1 minuto.
Enjuagar con agua destilada hasta eliminar el color.

Agregar lugol hasta cubrir la muestra y dejar reposar por 1 minuto.

Enjuagar con agua destilada.

Agregar una gota de alcohol y reposar de 8 a 10 segundos.

Enjuagar con agua destilada.

10.Colocar una gota de safranina y dejar reposar por 45 segundos. para que

las bacterias negativas se tifian de color rojo o rosa.

11.Enjuagar con agua destilada y se deja secar con el aire.
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12.Se observa en el microscopio

ANEXO 3. Preparacion del buffer de fosfato

& NEDGEN

Tampon de fosfato, pH 7.2

El tampo6n de fosfato, pH 7.2 se utiliza para la preparacion de blancos de diluciéon
microbiolégica en un entorno de laboratorio. EI tampon de fosfato, pH 7.2 no esta
disefiado para usarse en el diagnostico de enfermedades u otras afecciones en
humanos.

La formula para el tampdén de fosfato esta especificada por la Asociacion
Americana de Salud Publica (APHA) para su uso en la dilucion de muestras de
prueba. El tampén de fosfato, pH 7.2 se especifica para su uso en diluir agua,
productos lacteos y alimentos para métodos microbiolégicos. En el examen de
agua y productos lacteos se recomienda la adicién de cloruro de magnesio.

Este tampon también se conoce como diluyente de fosfato tamponado de
Butterfield y se recomienda para el examen de alimentos. El tampon fosfato, pH
7.2, estabiliza el pH del agua utilizada para las diluciones.

Formula Litro
Dihidrégeno fosfato de potasio  26.22 g
Carbonato de sodio 7.789

* PH final: 7.2 + 0.2 a 25 ° C La
formula se puede ajustar y / o complementar segun sea necesario para cumplir
con las especificaciones de rendimiento.

Suplemento

Cloruro de magnesio, 5 ml
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