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Resumen

En Chile, el huevo es un alimento altamente consumido y de gran importancia en la dieta
de la poblacion. EI consumo per cépita de huevo en 2024 alcanzo las 230 unidades por
habitante, mientras que la produccion total fue de 339.661.111 huevos para consumo. Es
por esto, que la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la calidad
microbioldgica de los huevos y analizar la relacion entre los recuentos de aerobios
meséfilos (RAM), la presencia de Salmonella spp. y las précticas de manejo
implementadas por pequefios y medianos productores de la region de O'Higgins. El
estudio incluyd 32 explotaciones avicolas ubicadas en distintas comunas de la region de
O'Higgins. En cada una se tom6 una muestra consistente de tres huevos, los cuales fueron
sometidos posteriormente a analisis microbioldgicos para la deteccidén de Salmonella spp.
y el RAM, tanto para el exterior (cascara) como para el interior (claray yema). De acuerdo
a los resultados, no fue posible la deteccion de la presencia de Salmonella spp. en ninguna
de las muestras analizadas, en relacion al nivel de RAM, se observé un mayor nivel en la
superficie del huevo en comparacion con el interior. Los andlisis estadisticos permitieron
identificar las practicas que se asocian significativamente a los niveles de contaminacion
encontrados. En el caso del RAM interior, resultaron claves, la separacion de huevos
sucios de limpios, el ingreso restringido al gallinero y el tipo de iluminacion utilizado.
Mientras que para el RAM externo influyeron el tipo de alimento, la presencia de animales
domésticos y el tipo de iluminacién. Asimismo, fue posible evidenciar un incumplimiento
generalizado de los productores en practicas de bioseguridad. Estos hallazgos, resaltan la
necesidad de implementar capacitaciones en buenas practicas de produccion,
especificamente en areas de sanidad e higiene, con el fin de mejorar la inocuidad de los

huevos y proteger la salud de los consumidores.

Palabras clave: Huevos de gallina, Salmonella spp., aerobios mesofilos, inocuidad

alimentaria, region de O'Higgins



Abstract

In Chile, eggs are a highly consumed food and play a significant role in the nutrition of
the population. The per capita egg consumption in 2024 reached 230 units per inhabitant,
while the total production was 339,661,111 eggs for consumption. For this reason, the
present study aimed to evaluate the microbiological quality of eggs and analyze the
relationship between aerobic mesophilic bacterial count (AMBC), the presence of
Salmonella spp., and the management practices implemented by small and medium
producers in the O'Higgins region. The study included 32 poultry farms located in
different communes of the O'Higgins region. From each farm, a sample consisting of three
eggs was taken, which were later subjected to microbiological analyses for the detection
of Salmonella spp. And AMBC, both on the exterior (shell) and interior (egg white and
yolk). The presence of Salmonella spp. was not detected in any of the analyzed samples.
Additionally, higher AMBC levels were observed on the egg surface compared to the
interior. Statistical analyses identified practices significantly associated with the
contamination levels found. For interior AMBC, key factors included the separation of
dirty and clean eggs, restricted access to the henhouse, and the type of lighting used. For
exterior AMBC, the type of feed, presence of domestic animals, and type of lightning had
an influence. Furthermore, widespread non-compliance by producers with biosecurity
practices was evident. These findings highlight the need to implement training in good
production practices, specifically in health and hygiene areas, to improve egg safety and

protect consumer health.

Keywords: Hen eggs, Salmonella spp., aerobic mesophilic, food safety, O'Higgins region.



1. Introduccion

La inocuidad alimentaria es un conjunto de medidas, practicas y procedimientos
destinados a garantizar que cada uno de los elementos presentes en los alimentos no
constituya un riesgo para la salud de los consumidores (Ministerio de Salud de Chile
[MINSAL], 2015). El objetivo de la inocuidad alimentaria es prevenir la ocurrencia de las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), que son causadas por el consumo de
alimentos contaminados ya sea por un parasito, virus, bacteria, o sustancias toxicas como
metales pesados (Agencia Chilena para la calidad e inocuidad alimentaria [ACHIPIA],
2023). La contaminacion en los alimentos puede suceder en cualquier etapa de la cadena
de produccién. Las ETA de origen bioldgico pueden clasificarse como una infeccion,
intoxicacion o toxiinfeccion (infeccion provocada por una toxina) (Gonzales & Gonzales,
2019).

Muchas personas alrededor del mundo sufren el riesgo de padecer una ETA al
recibir alimentos contaminados e incluso millones llegan a morir. De este modo, asegurar
que los alimentos sean “inocuos”, ayudara a salvar vidas, a mejorar la salud de las
poblaciones e incluso a aumentar el crecimiento econémico del pais (Fung et al., 2018).
Timothy et al., (2015) ha demostrado, que seguir recomendaciones para mejorar la
produccién y preparacion de los alimentos sin importar el entorno, ha logrado disminuir
la amenaza de contraer ETA. No obstante, el aumento en el consumo de alimentos
procesados, asi como la importacion de estos desde paises subdesarrollados, proyecta un

aumento de su aparicion.

Las ETA son causadas principalmente por malas practicas de higiene tanto de los
manipuladores como de los preparadores de alimentos. Es por esto por lo que simples
acciones como un correcto lavado de manos durante 20 segundos (New South Wales
[NSW], 2024) y la instalacion de equipos de lavado, reciclado y eliminacion de residuos
adecuados ayudaran a disminuir la incidencia de microorganismos en los alimentos (Fung
etal., 2018).
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Dentro de los patdgenos mas comunes involucrados en las ETA encontramos:
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica serotipo Enteritidis, Campylobacter jejuni,
Vibrio parahaemolyticus, Escherichia coli y Listeria monocytogenes, teniendo todos un
hospedador de origen animal (Mufioz, 2019) y siendo categorizados como bacterias

aerobias mesofilas.

Los aerobios mesofilos son microorganismos capaces de existir en ambientes con
presencia de oxigeno y a una temperatura 6ptima de 30 a 40°C (Amazaré et al., 2022). El
recuento de los aerobios mesofilos (RAM) es un analisis util para evaluar la calidad
microbioldgica de los alimentos. Este recuento, permite conocer la carga microbiana
presente en un alimento, logrando evaluar asi la higiene y las practicas de manejo durante
toda la cadena de produccién (Servicio Agricola y Ganadero [SAG], 2018). De este modo,
niveles elevados de RAM pueden indicar condiciones deficientes de manejo, temperaturas
inadecuadas en almacenamiento y transporte, presencia de patdgenos y alteracion del
producto, representando un riesgo de deterioro y de posibles ETA (L&cteos latam, 2022).

Dentro de las bacterias y aerobios mesofilos mas comunes y peligrosos, destaca la
Salmonella, una bacteria que pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae y que causa
la infeccion gastrointestinal conocida como salmonelosis. Esta es transmitida
principalmente a los seres humanos a traves del consumo de alimentos contaminados
(ACHIPIA, 2017). En el género de Salmonella existen dos especies principales;
Salmonella bongori y Salmonella enterica, siendo esta Ultima la mas importante, ya que
contiene los serotipos patdgenos para humanos y animales. Ademas, entre la amplia
cantidad de serotipos de Salmonella encontramos, S. enteritidis y Salmonella enterica
setoripo Typhimurium, los que destacan por su amplio rango de hospederos, en los cuales
se encuentran los humanos, aves y mamiferos (Instituto de Salud Publica de Chile [ISP],
2019). Esta bacteria es Gram negativa y altamente resistente a las condiciones del entorno,
lo que le permite subsistir durante largos periodos de tiempo en entornos secos o hiumedos
(ISP, 2019).
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Algunos de los serovares mas comunes de encontrar son S. enteritidis,
typhimurium, newport y javiana, hallados principalmente en vertebrados como aves de
corral, roedores, cerdos, bovinos y en humanos. Ademas, su principal via de transmisién
es la fecal-oral a través del consumo de alimentos contaminados, contacto directo con
animales enfermos y consumo de agua contaminada (Organizacion Mundial de la Salud
[OMS], 2018). Dentro de los principales sintomas se encuentran fiebre, dolor de cabeza,
diarrea, vomitos, nauseas, dolor abdominal, entre otros (OMS, 2022). Ademas, “la OMS
(2018) seriald que la Salmonella es uno de los principales causantes de sintomas como la
diarrea”. En humanos existen dos tipos de infecciones que se manifiestan con mayor
frecuencia; gastroenteritis por infeccion de Salmonella no-tifoidea y la fiebre tifoidea por
infeccion con S. typhi o S. paratyphi (ISP, 2019). Dentro de las cepas asociadas a ETA se
encuentran los serotipos de S. enteritidis, typhimurium y london (Hue et al., 2023), siendo
uno de los serovares que méas preocupacion genera a la salud publica S. typhimurium y
enteritidis al ser una de las principales causas de transmision de salmonelosis humana a

través de los huevos (Singh et al., 2019).

Segun datos de la OMS (2018) aproximadamente 155.000 personas al afio fallecen
y 550 millones se enferman a causa de S. enteritidis y S. typhimurium. Por otro lado, en
Estados Unidos (EE. UU), se estima que Salmonella spp. provoca alrededor de 420
muertes al afio y mas de 1.35 millones de enfermos, donde la mayoria son causados por
alimentos contaminados (Administracion de Alimentos y Medicamentos [FDA], 2023).
En el afio 2022 en Europa se detectaron 151 casos de salmonelosis causada por S.
typhimurium relacionados al consumo de productos lacteos, donde los nifios menores de
10 aflos fueron los principales afectados. Ademas, se logré determinar que esta
enfermedad fue causada por la presencia de S. typhimurium en tanques de leche. En este
caso, a través de la implementacion de medidas de higiene adecuadas se logré obtener
pruebas negativas de Salmonella (OMS, 2022).

Por otro lado, en Chile entre los afios 2011 y 2022, de acuerdo con los datos de la
ACHIPIA se produjeron 11.646 brotes de ETA con una media por afio de 1.026 brotes,
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6.002 personas enfermas y 1 persona muerta. El afio que tuvo la mayor cantidad de casos
confirmados fue el afio 2013 con 12.970 personas enfermas por ETA. Ademas, el 40% de
los casos registrados tuvo su origen en Salmonella spp. con 4.858 casos, donde la mayor
mortalidad (46,2%) se asoci6 también a patdgenos como Salmonella spp. y E. coli
(ACHIPIA, 2023). De acuerdo con el Departamento de Epidemiologia (EPI, 2019), los
huevos contaminados por cepas de Salmonella fueron la principal causa de enfermedades

transmitidas por alimentos en el afio 2018.

Por otra parte, S. enteritidis y S. typhimurium pueden estar presentes tanto en la
cascara del huevo como en su contenido interno, siendo la c&scara la que presenta el mayor
porcentaje de contaminacién bacteriana al ser la parte mas expuesta. En huevos existen
dos formas de infeccidn por Salmonella: una directa que sucede durante la formacién del
ovulo en el tracto reproductivo de las aves y una indirecta que ocurre después de la puesta
del huevo (Whiley & Ross, 2015). Ademas, una propiedad Unica de S. enteritidis, es su
capacidad de colonizar el tracto reproductivo de las aves sin provocar signos visibles de
enfermedad, de modo que, la contaminacion interna es mas dificil de detectar, facilitando

asi su propagacion (Gast et al., 2014).

El huevo es considerado como uno de los alimentos mas nutritivos, ya que es una
fuente de proteina completa y de alta calidad gracias a su perfil aminoacidico, ademas de
ser altamente versatil. Estd compuesto por un 10% de cascara, 58% de albuminay un 32%
de yema, ademas su proteina cuenta con un 90% de biodisponibilidad (Damena et al.,
2022). Sumado a esto, los huevos son una buena fuente de micronutrientes tales como
vitamina A y B12, zinc y colina, los que son esenciales para la salud (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], s.f). En Chile la
produccién de huevos al afio 2024 presentd un aumento interanual del 4,2% donde se llegd
a una produccion total de 339.661.111 huevos para consumo, siendo la region
Metropolitana la con la mayor produccion con un 41,8% del total nacional (Avinews,
2024). Por otra parte, el consumo per capita de huevo en el afio 2024 fue de

aproximadamente 230 unidades por habitante, siendo un 6% mayor al del afio 2023. El
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menor consumo observado en el afio 2023 tendria su origen en el aumento de los costos

de produccion y en la aparicion de brotes de influenza aviar.

De acuerdo con Foley et al., (2011), los casos de salmonelosis han sido mas
frecuentes en granjas avicolas convencionales a diferencia de las no convencionales,
donde se obtuvo una reduccion en la frecuencia y prevalencia de S. typhimurium y
enteritidis. También la mayor cantidad de casos de salmonelosis en huevos contaminados
y productos de estos se asocid con S. enteritidis. Asimismo, en los ultimos afios se ha
observado una mayor presencia y propagacion de S. enteritidis y S. typhimurium en
granjas avicolas de grandes productores debido a una mayor densidad de produccion,
presencia de otro ganado Yy la inadecuada eliminacion de desechos de aves de corral (Jibril
et al., 2020). Se ha observado también, una mayor incidencia de S. enteritidis y S.
typhimurium en paises menos desarrollados donde las practicas de saneamiento e higiene
son mas deficientes, tales como los ubicados en centro y sur de Asia, a diferencia de
regiones geograficas como Europa, Australia, Nueva Zelanda y Norteamérica donde se

presenta una baja tasa de contaminacion por este patogeno (Alfaro, 2018).

La higiene en los alimentos se refiere a las practicas que evitan la contaminacion,
desde la produccién hasta su consumo. Bajo este contexto, FDA ha demostrado que
practicas de higiene deficientes durante el sacrificio, procesamiento, distribucion,
transporte y manipulacion, hasta que llegan al consumidor para ser preparados, exponen
a los alimentos a ser contaminados por S. enteritidis (Ehuwa et al., 2021). Se ha
determinado también que la contaminacién con este patdgeno puede depender de la salud
de los manipuladores de alimentos y de la ausencia de practicas de higiene tales como:
lavado correcto y frecuente de manos, uso de ropa de seguridad, desinfeccion y limpieza
de superficies, separacion de carne cruda de alimentos crudos/cocidos, coccion a
temperatura adecuada y refrigeracion (almacenamiento) de alimentos antes y despues de
su coccion. Asi, la implementacion de estas précticas ha ayudado a disminuir la
prevalencia de S. enteritidis y S. typhimurium en productos alimenticios (Ehuwa et al.,
2021).
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El Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) de Chile, establece las diferentes
normativas y regulaciones minimas que garantizan la inocuidad y calidad de los alimentos.
En el caso de los huevos frescos el RSA establece distintas indicaciones tales como
higiene, etiquetado y control de contaminantes. Para el caso de la higiene se establecen
practicas minimas tales como lavado de manos y uso de ropa limpia; por otro lado, en la
etiqueta se debe indicar fecha de puesta, tamafio del huevo, categoria de calidad,
identificacion del productor e instruccién para su almacenamiento y uso (Direccion de
Asistencia Técnica del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos [DINTA],
2023). Una de las principales normativas que se indican en el RSA es la del control de
contaminantes donde se establecen dos parametros, el RAM y Salmonella spp. Para el
RAM se considera un plan de muestreo de categoria 2 (sin peligro directo para la salud)
con un limite inferior de 1 x 10* Unidades Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g) y
un limite superior de 5 x 10* UFC/g para dos muestras de un total de cinco. Mientras que
para la Salmonella spp. se establece una categoria del plan de muestreo 10 (grave, directo)
y ausencia total de la bacteria en 50 g de huevo (DINTA, 2023).

El RSA posee ademas articulos referentes a las definiciones de “huevo”, “huevo
fresco”, requisitos de transporte y prohibicion de venta. Especificamente en el articulo
336 se define el huevo como al “6vulo completamente evolucionado de la gallina” y el
articulo 337 indica que un huevo fresco es “aquel entero en su cascara y que no ha sufrido
ningln proceso de conservacion con un periodo de almacenaje no superior a 8 dias”. En
cuanto al consumo directo el articulo 340 sefiala que el huevo debe ser transportado a los
sitios de expendio en envases y/o bandejas de primer uso, mientras que el articulo 341
detalla la prohibicion de huevos que presenten las siguientes caracteristicas: manchados,
cascara fisurada, cascara trizada o rota, signos de putrefaccién, manchas de sangre,
embriones en franco desarrollo, mohos y parasitos, alta deshidratacion y presencia de

cuerpos extrafos (Instituto de Seguridad Laboral [ISL], 2015).

En cuanto a indicadores de calidad del huevo que aseguren su calidad y frescura

encontramos parametros de olor; siendo sumamente importante que esté libre de cualquier
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olor extrafio. En términos de apariencia debe tener una clara espesa que permita
inmovilizar la yema la que ademas debe estar targida y consistente. Por Gltimo, tenemos
el color; la cascara debe ir del blanco hasta pardo amarillo y rosado mientras que el color
de la yema incluye desde péalido hasta rojizo (Agroindustrias, 2023). Ademas de las
regulaciones establecidas por el RSA se deben considerar las buenas précticas de bienestar
animal para la produccion de huevos establecidas por el Instituto de Desarrollo
Agropecuario (INDAP) y el SAG, que buscan disminuir la contaminacion de los huevos
promoviendo el bienestar de las aves y la inocuidad de sus productos. Dentro de estas se
especifican las siguientes, segun el area de evaluacion: alimentacién y agua de bebida,
sanidad, alojamiento, comportamiento, desempefio productivo y précticas de manejo.

En base a la guia de bienestar animal establecida por INDAP (2024) y el SAG
(2018), se resumen en la Tabla 1 las practicas adecuadas para la prevencion de la
contaminacion microbioldgica, ya sea por S. enteritidis o aerobios mesofilos en los huevos

de gallina.

Tabla 1.

Buenas Practicas ganaderas recomendadas para disminuir la contaminacion

microbioldgica de los huevos de gallina.

Area Practica

Limpieza frecuente de las instalaciones y areas cercanas, estado

del piso limpio, retiro frecuente de desechos, desinfeccién con

] hipoclorito de sodio/calcio, cal viva o amonio cuaternario,
Sanidad N N ) o

vacunacion, separacion de huevos sucios de limpios, desecho de

huevos rotos, limpieza de huevos con pafio seco y exclusivo y uso

de plaguicidas para el control de plagas.
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Alojamiento

Alimentacién y agua
de bebida

Capacitacion

Bioseguridad

Sistema productivo

Ventilacion adecuada (ventanas), baja concentracion de amonio
atmosférico (< a 25 ppm), evitar ingreso de animales domésticos
o silvestres, almacenamiento exclusivo de huevos, uso de malla
anti-pajaros, temperatura interna del galpén de entre 18-23°C,
cama de paja o viruta de madera, almacenamiento exclusivo de

huevos en lugar cerrado.

Suministro de agua potable, limpieza diaria de bebederos y
comederos, bebederos tipo automatizados o nipple, comederos
circulares, compra de alimento en lugares certificados, uso de

acidificantes y almacenamiento en lugar exclusivo.

Formacidn en préacticas de higiene, bienestar animal, bioseguridad

y manipulacién de alimentos.

Control de ingreso, uso de equipos de proteccion personal (EPP)
e implementos de higiene, presencia de pediluvio, presencia de
lavamanos y uso de jabdn/desinfectante al ingresar y salir, toma

de muestras para Salmonella spp. periodica.

Uso de métodos higiénicos para embalar y clasificar los huevos,

recoleccion al menos 2 veces al dia.

Nota. Adaptada de SAG (2018)

Como se menciond anteriormente, la transmision de Salmonella spp. puede ser de

manera vertical u horizontal (SAG, 2016); es por eso que los métodos de prevencion deben

considerar medidas de control que abarquen todas las etapas de la cadena alimentaria, es

decir, desde la produccion en la granja hasta el consumidor. Cardoso et al., (2021) nos

indican también, que acciones como lavar los huevos, refrigerarlos a temperatura

adecuada y contar con una buena higiene durante la cadena de produccion ayudarian a

disminuir la incidencia de S. enteritidis en huevos de gallina.
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Actualmente son escasos los estudios que correlacionen la presencia de aerobios
mesoéfilos y Salmonella spp. en huevos de gallina con las practicas de manejo
implementadas en las granjas avicolas. Es por eso, que este estudio evalud la presencia de
los aerobios mesofilos totales y Salmonella spp. en huevos de gallina de productores
pequefios y medianos de la region de O’Higgins con el propdsito de determinar la relacion
entre el nivel de contaminacion y las condiciones de manejo de las avicolas, y proponer

mejoras en las practicas implementadas por las explotaciones.
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Hipotesis

Es posible a través de la implementacion de un minimo de Buenas Précticas
Ganaderas (BPG) recomendadas garantizar la ausencia de Salmonella spp. y la obtencién
de un RAM dentro de los limites permitidos por el RSA en huevos de gallina de pequefias

y medianas explotaciones.

Objetivo general

Evaluar la relacion entre la presencia de aerobios mesoéfilos y Salmonella spp. en
huevos de gallina de pequefios y medianos productores de la region de O'Higgins y el uso

de BPG y de manejo productivo.

Obijetivos especificos

OEL: Detectar la presencia de Salmonella spp. y cuantificar los niveles de RAM
en huevos de explotaciones avicolas de la region de O'Higgins.

OEZ2: Identificar la relacion entre la presencia de Salmonella spp. y niveles de
RAM, con las practicas de manejo implementadas por los productores.

OE3: Determinar las précticas ganaderas mas importantes para minimizar la

presencia de Salmonella spp. y de aerobios mesofilos.
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2. Materiales y métodos

Esta investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de inocuidad alimentaria (LIA)
del Instituto de Ciencias Agroalimentarias, Animales y Ambientales de la Universidad de
O’Higgins, ubicado en San Fernando, Chile. La toma de muestra y los analisis se llevaron

a cabo entre el segundo semestre del 2024 y el primer semestre del 2025.

2.1. Disefo del estudio

Para llevar a cabo el estudio se utilizé6 un muestreo por conveniencia, sobre los
beneficiarios del Proyecto FIC 40048415-0 “Transferencia huevos con calidad integral
certificada”, correspondientes a pequefios y medianos productores. Las muestras fueron
tomadas desde 32 explotaciones avicolas ubicadas en la regién de O'Higgins,
especificamente dentro de las comunas de Requinoa, Machali, Rancagua, Graneros,
Nancagua, San Vicente, Pichidegua, Chépica, Paredones y Marchigte (Fig. 1).
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region de O’Higgins visitadas para la toma de muestras.

Estas comunas se encuentran divididas en 3 provincias, Cachapoal, Colchagua y

Cardenal Caro, las cuales cuentan con clima de tipo mediterraneo, con las cuatro

estaciones bien definidas; veranos calidos y secos, inviernos frios y lluviosos y otofios y

primaveras variables tanto en temperatura como en precipitaciones (Lobos et al., 2021).
Sin embargo, la provincia de Cardenal Caro cuenta con un clima influenciado por su

cercania a la costa (PAC, 2010).

De las tres provincias de la region, la que cuenta con la mayor latitud es la
provincia de Colchagua (34.6°°S - 35.0°°S), seguida por la provincia de Cachapoal (34°13’
S) y por la provincia de Cardenal Caro (34°12' S - 34°37" S) (Ecured, 2025). La latitud
influye directamente en las condiciones ambientales afectando la distribucion y actividad
de los microorganismos. Por ejemplo en latitudes mas altas, el deshielo del permafrost

puede liberar microorganismos que se encontraban inactivos, alterando asi los ciclos de
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carbono y potenciando el cambio climéatico (Cavicchioli et al., 2022). Ademas se ha
observado que las altas temperaturas facilitan la proliferacion de S. enteritidis y otros
serotipos en los huevos de gallina, al favorecer su crecimiento, mientras que las bajas

temperaturas dificultan este proceso (Lublin & Sela, 2008).

2.2. Tamafio de la muestra y técnicas de muestreo

En cada explotacidn avicola se tomé una muestra consistente de 3 huevos, desde
los cuales se tomaron dos muestras: una de la superficie (cascara) y otra de su contenido
interno (yemay clara). Para los analisis microbioldgicos solamente se utilizaron 2 huevos,
sin embargo, se tomaron 3 en caso de que alguno no cumpliera con el peso minimo de 50
gr, establecido por el RSA (Tabla 2), ademas de la contra muestra necesaria en caso de

obtener un positivo de Salmonella.

Tabla 2.

Criterios microbiolégicos establecidos por el RSA para huevos frescos (DINTA, 2023).

Plan de muestreo Limite por gr/ml
Parametro Categoria Clases n c m M
Recuento 2 3 5 2 10* 5x 10
Aerobios
Mesofilos
Salmonella en 50 10 2 5 0 0
g

Nota. Categoria: Plan de muestreo microbioldgico, clases: riesgo para la salud n: Numero de muestras, m:
Limite microbioldgico inferior, ¢: Maximo de muestras que puede estar entre m y M, M: Limite
microbiologico superior (DINTA, 2023).

Dentro de cada explotacion los huevos se seleccionaron al azar desde los huevos
recogidos el dia de la visita o en su defecto del dia anterior para garantizar asi su frescura.
Cada una de las muestras se transportd en bandejas debidamente rotuladas y se

almacenaron en coolers para su traslado al LIA. Los anélisis microbioldgicos se realizaron
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dos dias después de la recoleccion, y durante ese periodo de tiempo, las muestras se

mantuvieron refrigeradas.

2.3. Preparacion de la muestra a partir de la cascara del huevo para el RAM

Para el RAM en céscara y contenido interno del huevo se siguié el protocolo
implementado en el LIA, el cual sigue las directrices de la norma Chilena 2659.0F2002
(Fig. 2). Se realiz6 en base al método de enjuague superficial, donde cada muestra se
sumergio en una bolsa estéril con 225 ml de agua peptonada al 0,1%. Se homogeneizo la
muestra con movimientos circulares y se retird el huevo, el enjuague resultante se
consider6 como una dilucion directa del componente microbiano de la superficie
(exterior) de la cascara. Es importante destacar que, se mantuvo siempre homogeneizada
la muestra, pasandola por la bagmixer, para asegurar asi una distribucién uniforme de sus

componentes y obtener resultados representativos.

RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS
(NCh 2659.0f2002)

PREPARACION DE LA MUESTRA

v

HOMOGENIZACION
Pesar 10, 25 6 50 g de muestra y agregar
90, 225 6450 ml de agua peptonada 0.1%

. J
a2 & i 3
DILUCION
1 ml de homogenizado en 9 ml diluyente
f INOCULACION il

A partir de dilucién inicial transferir 1 ml. en
_ duplicado y verter 15 ml Agar Plate Count J

v

INCUBACION
35°C +1°C por 48 + 2 hrs.

4

RECUENTO COLONIAS Y REGISTRO

Figura 2: Protocolo de RAM segin la norma Chilena 2659.0F2002. Procedimiento aplicado para el
RAM en la superficie de la cascara y el contenido interno del huevo (Instituto Nacional de
Normalizacion [INN], 2002).
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2.4. Preparacion de la muestra a partir del contenido interno del huevo para el RAM

El huevo enjuagado anteriormente se desinfectd con alcohol al 70%, luego se
partio y se depositd su contenido interno (yema y clara) en una bolsa pléstica estéril con
225 ml de agua peptonada al 0,1%. Se mezcl6 el contenido completamente pasandolo por
la bagmixer obteniendo asi una mezcla homogénea del contenido interno. Una vez
totalmente homogeneizada, se consider6 como una dilucién directa del componente

microbiano del interior del huevo.

2.5. Diluciones

Se tomo 1 ml de las dos muestras (interior y exterior) previamente homogeneizadas
y se mezclaron con 9 ml de diluyente (agua peptonada); posteriormente, ambas se agitaron
en el “vortex” para la homogeneizacion del contenido. Para la muestra exterior e interior
se analiz6 1 muestra directa (extraida directamente desde la bolsa estéril) y diluciones
seriadas de 10! a 1073 (Fig. 3).

f\ ”\ /\
Directa, mtfext - .

lil ” 1 2 | 3

Figura 3: Diluciones. Realizacion de las diluciones seriadas de 107! a 1073 a partir de la muestra directa
interior y exterior
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2.6. Inoculacion

Se realiz6 en base al método de siembra por inmersién (profundidad). A partir de
las diluciones realizadas de exterior (c&scara) e interior (clara y yema), se transfirio 1 ml
de cada una de estas a placas estériles, para luego verter 15 ml agar Plate Count (PC).
Posteriormente se homogeneizaron las placas con movimientos circulares suaves
asegurando una distribucion uniforme del indculo. Este método conocido como “recuento
en profundidad” o “siembra por inmersion (profundidad)”, permitio facilitar el recuento

en la muestra.

2.7. Incubacion

Todas las placas se incubaron a 35°C + 1°C por 48 £ 2 horas.

2.8. Recuento de colonias y registro

Pasado el tiempo de incubacion se contaron las colonias presentes, limitandose
hasta un maximo de 250 colonias por placa, ya que un namero superior dificulta la
contabilizacién. Paralelamente, se llevé un registro del nimero de colonias observadas en

cada placa.

2.9. Procedimiento de deteccién de Salmonella spp. en céscara y contenido interno
del huevo

Para la deteccion de Salmonella spp. en cascara y contenido interno del huevo se
siguié el protocolo implementado en el LIA, el cual sigue las directrices de la norma
Chilena 2675.0F2002 (Fig. 4). El protocolo comprende las siguientes etapas:
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DETECCION DE SALMONELLA
(NCh 2675.012002)

[ PREPARACION DE LA MUESTRA ]

Pesar 25 050 grde muestra y agregar 225 6 450 mi
de agua peptonada tam ponada.

HOMOGENIZACION - PRE-ENRIQUECIMIENTO
Incubacién a 35°C £ 1°C por 16 a 20 hrs.

€ I ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

0,1 ml de cultivo a 10 ml de caldo 41 ml de cultivo a 10 ml de caldo
Rappaport Vassiliadis Selenito Cistina

[ Incubacién a 42°C £ 1°C por 24 hrs, ] [ Incubacién a 35°C + 1°C por 24 hrs, I

¥

Siembra en agar XLD y 53 Siembra en Agar XLDy 55
Incubacién a 35°C £ 1°C Incubacién a 35°C £ 1°C

por 24 hrs a48 hrs + 2 hrs, por 24 hrs a48hrs £2 hrs.

COLONIAS SOSPECHOSAS
Subcultivo Agar Nufritivo e incubacion a
35°C + 1°C por 18 a 24 hrs.
[ CONFIRMACION BIOQUIMICA ]

v v v v v

wgilﬂc LIA UREA ONPG RMVP
or 24 hrs 35°C £1°C 3B°C £1°C 20 minutos a t° 35°C & 1°C
" % 2hrs ‘ por 24 hrs. por 24 hrs. ambiente por 24 hrs.

l | | ]
¥
[ CONFIRMACION SEROLOGICA ]

Figura 4: Protocolo para la deteccion de Salmonella segun la norma Chilena 2675.0F2002.
Procedimiento aplicado para la deteccion de Salmonella spp. en la superficie de la cascara y el
contenido interno del huevo (INN, 2002).

2.9.1. Homogeneizacion - pre- enriquecimiento en cascara

Se tomo un huevo con un peso de 50 gr de muestra segun lo establecido en el RSA,
y se depositd en una bolsa plastica estéril, donde se agregaron 100 ml de agua peptonada
tamponada al 1%. Se homogeneiz6 la muestra con movimientos circulares y se retird el
huevo, el enjuague resultante se consider6 como una dilucion directa del componente
microbiano de la superficie (exterior) de la cascara, y se incubd a 35°C + 1°C por 16 a 20

horas.
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2.9.2. Homogeneizacion - pre- enriquecimiento en contenido interno del huevo

El huevo enjuagado anteriormente se desinfectd con alcohol al 70%, luego se
partio y se depositd su contenido (yema y clara) en una bolsa pléastica estéril con 100 ml
de agua peptonada al 1%. Se mezcl6 el contenido completamente pasandolo por la
bagmixer, obteniendo asi una mezcla homogénea del contenido interno. Una vez
homogeneizada, se considerdé como una dilucion directa del componente microbiano del

interior (yema y clara) del huevo, y se incubd a 35°C + 1°C por 16 a 20 horas.

2.9.3. Enriquecimiento selectivo

Para la realizacion de este proceso se utilizaron dos metodologias, realizadas en

dos medios diferentes:

2.9.3.1. Enriquecimiento selectivo en caldo Rappaport Vassiladis (RVS) a 42°C

Se agreg6 0,1 ml de cultivo tanto para la dilucién directa de superficie (cascara)
como de interior (yema y clara), a 10 ml de caldo RVS y se incubaron a 42°C + 1°C por
24 horas. Pasado el tiempo, se realizé una siembra en agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) y Salmonella Shigella (SS) y se incubaron a 35°C + 1°C por 24 horas a 48 horas +

2 horas.

2.9.3.2. Enriquecimiento selectivo en Selenito Cistina (SC) es a 35°C

Se agregd 1 ml de cultivo tanto para la dilucion directa de superficie (cascara)
como de interior (yema y clara), a 10 ml de caldo SC y se incubaron a 35°C + 1°C por 24
horas. Posteriormente se realizé una siembra en Agar XLD y SS y se incubaron a 35°C +
1°C por 24 horas a 48 horas + 2 horas.

2.9.4. Identificacion de colonias sospechosas

A las muestras anteriores en caso de tener colonias presuntivas de Salmonella spp.
se les realiz6 un subcultivo en Agar Nutritivo e incubacién a 35°C + 1°C por 18 a 24 horas

para poder identificar colonias sospechosas.
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2.9.5. Confirmacion bioquimica APl 20E

Esta se llevd a cabo a través de la prueba bioquimica API 20E. Se tomo la muestra
con colonias sospechosas (negras y transparentes) y se resembro en PC para obtener
colonias puras y posteriormente se incubaron a 35°C + 1°C por 18 a 24 horas. Una vez
pasado el tiempo con un asa se tomd la colonia presuntiva y se re-suspendié en 10 ml de
diluyente (agua peptonada), para luego homogeneizarla y obtener asi una suspension

turbia homogeénea para inocular el APl 20E.

Ya obtenida la suspension, se llenaron los espacios correspondientes de la prueba,
para luego incubarla a 35°C + 1°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
agregaron los reactivos especificos TDA (Triptéfano desaminasa), IND (Indol) y VP
(Voges-Proskauer) en las casillas correspondientes, con el fin de completar la lectura de
resultados. Una vez completada obtenemos un cddigo de 7 digitos que se subid a la
plataforma APl WEB para obtener asi la identificacion del microorganismo encontrado
(bioMérieux, s.f) (Fig. 5).

API20E
PRUEBAS NEGATIVAS
.—\ i
w .
8 N Nl A -~‘\-‘
s \
= = — e -
ONPG ADH LRC A oDC LCIT) H2S A URBE TOA IND A \'4 1GEL) aGlLy MAN INO ()H HHA SAC MEL AMV ARA
PRUEBAS POSITIVAS
8 | A
8 KA U H A A ” A b4 KA
»
ONPG ADH o QD(, [feihd] HHa2s UL{L TOA IND ‘, GEL) GLU MAN INO 1()H HHA SA MEL AMY ARA

Figura 5: Resultado de pruebas negativas y positivas de la prueba APl 20E. Ejemplo de resultados para pruebas
negativas y positivas, obtenidos con la prueba API 20E para la identificacion bacteriana (bioMérieux, s.f).
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2.10. Determinar relacién entre niveles de contaminacion y préacticas de manejo

Para determinar la relacion entre los niveles de contaminacion y las practicas de
manejo se elaboro y aplicd una lista de chequeo basada en las BPG al momento de
recolectar las muestras. La lista de chequeo (Apéndice I) se enfoco principalmente en las

areas de:

- Sanidad

- Alojamiento

- Alimentacion y agua de bebida
- Capacitacion

- Bioseguridad

- Sistema productivo

2.11. Andlisis de datos

Para caracterizar las condiciones de las explotaciones evaluadas, se realiz6 un
analisis descriptivo de las distintas practicas dentro de las areas consideradas en la lista de
chequeo. En base a esto se determinaron los porcentajes de explotaciones que cumplian
con cada préctica evaluada.

Sumado a esto, en base a los niveles de RAM vy a la deteccion de Salmonella spp.
se agruparon las explotaciones y se analiz6 su relacion con las practicas aplicadas. Para el
RAM se crearon 3 grupos, considerando el 33% de las explotaciones en cada uno de ellos.
Para establecer la relacion entre los niveles de RAM vy las practicas, se aplicaron
primeramente pruebas de chi cuadrado (y?) y tablas de contingencia, utilizando el software

Infostat.
Ademas, para poder confirmar la significancia de las practicas se realizaron
analisis complementarios utilizando el software RStudio. Primero se transformaron los

RAM interior/exterior a logaritmo base 10 (logio) y se aplico la prueba de Shapiro-Wilk
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para evaluar la normalidad de los datos de cada préctica y un test de Levene para
comprobar la homogeneidad de varianzas entre los grupos. Para evaluar el efecto de los
grupos formados sobre las variables analizadas, si los datos presentaron una distribucién
normal (p > 0.05) y homogeneidad de varianzas, se aplicé un T-Test o un ANOVA cuando
se presentaron méas de dos grupos. Por el contrario, de no cumplirse ninguno de estos
supuestos, se utilizé la prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney) para comparar entre dos
grupos o Kruskal-Wallis si eran méas de dos grupos. Cuando se encontraron diferencias
significativas en la prueba Kruskal-Wallis se realizé de forma complementaria el test post
hoc de Dunn con correccién de Bonferroni, para identificar entre qué grupos especificos
existieron diferencias. Finalmente se determind la media + error estdndar (SEM) y
desviacién estandar (SD) para visualizar las diferencias encontradas, cabe destacar que

todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de significancia de 0,05.

2.12. Procedimientos y buenas préacticas

En base a los resultados de los anélisis obtenidos para los objetivos anteriores, se
identificaron las practicas criticas y de menor cumplimiento que presentaron un mayor
riesgo para la presencia de Salmonella spp. y el RAM elevado. A partir de esta
identificacion, se realizé una infografia dirigida a los pequefios y medianos productores,
con el fin de promover las BPG y asegurar una mejor calidad de los huevos. En esta se
destacan las practicas con menores cumplimientos, ademas de hacer énfasis en la
importancia de la higiene en la manipulacién de alimentos, el control de la bioseguridad
en las instalaciones avicolas, y las BPG que pueden mitigar la propagacion de patdgenos,

entre otras.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacion de las explotaciones

Se visitaron un total de 32 explotaciones avicolas de pequefia y mediana escala
ubicadas en la region de O'Higgins distribuidas en las comunas de Rancagua (1), Graneros
(1), San Vicente (2), Pichidegua (3), Requinoa (3), Machali (3), Marchigue (4), Nancagua
(5), Cheépica (5) y Paredones (5). Las explotaciones fueron clasificadas en dos grupos,
medianas y pequefias, segin el nimero de aves presentes en cada una, asignando un 50%
de los productores en cada grupo. EI nimero de aves utilizado como punto de corte para
dividir equitativamente (50%) a los productores fue 187. Asi, aquellos con hasta 187 aves
se clasificaron como pequefios productores y los que tenian mas de 187 aves, como

medianos.

Todas las avicolas encuestadas se encontraban dentro de programas de apoyo
gestionados por el INDAP. De ellas, 8 (25%) formaban parte del Servicio de Asesoria
Técnica (SAT), mientras que las otras 24 (75%) pertenecian al “Programa de Desarrollo
Local” (PRODESAL). Ambos programas entregan asesoria técnica y capacitaciones en
practicas de inocuidad a los productores, ademas los productores asistieron a actividades
formativas realizadas por la Universidad de O'Higgins relacionadas con practicas de
bioseguridad y calidad de huevos. En cuanto a las razas de las gallinas ponedoras
utilizadas, se observé que 15 productores (46,9%) que trabajaban con la raza Hy-Line
Brown, 8 (25%) con Lohmann Brown, 5 (15,6%) con razas criollas, 3 (9,4%) con lIsa
Brown y 1 (3,1%) con Brahma, lo que indica una diversidad genética importante dentro
de las explotaciones evaluadas. La Tabla 3 muestra los porcentajes de cumplimiento y el
numero de productores que adoptaron cada una de las BPG evaluadas durante las visitas.
Se incluyeron practicas correspondientes a las areas de sanidad, alojamiento, alimentacion

y agua de bebida, capacitacién, bioseguridad y sistema productivo.
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Tabla 3.

Précticas evaluadas entre los productores (n=32)

Précticas Cumplimiento (N°)  Cumplimiento
(%)
Sanidad
Control de temperatura al gallinero 0 0
Huevos rotos no son retirados ni desechados 2 6,3
Ausencia de plagas (moscas y ratones) 4 12,5
No separa huevos sucios de limpios 5 15,6
Retiro de desechos cada 3 meses o0 1 vez al 6 18,7
ano
Limpieza de huevos con virutilla 7 21,9
No utiliza productos para el control de plagas 9 28,1
Desinfeccion inadecuada con cal y viruta 14 43,7
Limpieza de instalaciones una vez al mes 14 43,7
Estado del piso sucio 15 46,8
Areas cercanas limpias 16 50,0
Areas cercanas sucias 16 50,0
Estado del piso limpio 17 53,1
Desinfeccion  adecuada con  amonio 18 56,3
cuaternario o cloro
Limpieza de instalaciones todos los dias o0 una 18 56,3
vez a la semana
Uso de plaguicida cyperkill u veneno 23 71,9
Limpieza de huevos con agua/pafio humedo 25 78,1
Retiro de desechos una vez a la semana o al 26 81,3
mes
Separacion de huevos sucios de limpios 27 84,4
Presencia de plagas (ratones y moscas) 28 87,5
Huevos rotos son desechados y retirados 30 93,8
Programa de vacunacion completo 32 100
Alojamiento
Material de la cama de paja 5 15,6
Almacenamiento del alimento al aire libre 7 21,9
Presencia de animales domésticos (perros o 7 21,9
gatos)
lluminacién natural 10 31,3
Ausencia de aves silvestres 11 34,4
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Almacenamiento exclusivo de huevos en sala 11 34,4
Material piso de cemento 16 50,0
Material piso de tierra 16 50,0
Presencia de amoniaco 16 50,0
Ausencia de amoniaco 16 50,0
Presencia de aves silvestres 21 65,6
Almacenamiento de huevos al aire libre 21 65,6
[luminacion artificial 22 68,8
Ausencia de animales domésticos (perros o 25 78,1
gatos)

Almacenamiento del alimento en bodega 25 78,1
exclusiva para alimento

Material de la cama de viruta o aserrin 27 84,4
Uso de malla anti-pajaros 32 100
Ventilacion natural (ventanas) 32 100
Alimentacion y agua de bebida

Alimento incluye acidos organicos u otro para 0 0
el control de Salmonella spp.

Tipo de bebedero nipple 5 15,6
Origen del agua de pozo 6 18,7
Estado del comedero sucio 7 21,9
Uso de forraje como alimento 9 28,1
Estado del agua sucia 11 34,4
Tipo de comedero circular 13 40,6
Tipo de comedero lineal 19 59,3
Estado del agua limpia 21 65,6
Uso de alimento balanceado “ponedora” 23 71,9
Estado del comedero limpio 25 78,1
Tipo de bebedero lineal o circular 25 78,1
Origen del agua potable 26 81,3
Bioseguridad

Control de temperatura a los huevos 0 0
No ingresa solo personal autorizado y 2 6,3
calificado

Utiliza jabon/desinfectante 2 6,3
Realiza pruebas regulares para la deteccion de 3 94
Salmonella spp.

Presencia de lavamanos 5 15,6
Presencia de pediluvio 7 21,9
Uso de EPP (elementos de proteccion 10 31,3

personal)
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No utiliza EPP 23 71,9

Ausencia de pediluvio 25 78,1
Ausencia de lavamanos 27 84,4
No realiza regularmente pruebas para la 29 90,6
deteccion de Salmonella spp.

No utiliza jabén/desinfectante 30 93,8
Ingreso solo de personal autorizado vy 30 93,8
calificado

Capacitacion

Recibe capacitacion en préacticas de inocuidad 32 100
Sistema productivo

No clasifica los huevos segun peso o color 11 34,4
Frecuencia de recoleccion de huevos una vez 15 46,8
al dia

Mantiene los huevos 1 dias antes de la venta 16 50,0
Mantiene los huevos més de 2 dias antes de la 16 50,0
venta

Frecuencia de recoleccion de huevos de dos o 17 53,1
mas veces al dia

Clasificacion de huevos segln peso o color 22 68,8
Total 32 100

En base a esto, fue posible identificar deficiencias importantes en las practicas
utilizadas, especialmente en el area de bioseguridad (Fig. 6). Se observé un bajo
cumplimiento en el uso de EPP (31,3%), presencia de pediluvio (21,9%), lavamanos
(15,6%), uso de jabon o desinfectante (6,3%), realizacion de pruebas regulares para la
deteccion de Salmonella spp. (9,4%) y el control de temperatura de los huevos y del
gallinero (0%). Por otro lado, para las practicas de alojamiento es importante destacar que,
las 32 avicolas contaban con un sistema de ventilacion natural a través del uso de ventanas

dentro del gallinero y la implementacion de mallas anti-pajaros.
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Practicas cumplidas en el area de bioseguridad

100 Practica
93.8% Ingreso solo personal autorizade y calificado
Uso de EFPP
Pediluvia
Lavamanos
75 Pruebas regulares para la deteccion de Salmonella spp.
Jabdn o desinfectante

Control de temperatura al gallinero y huevos

Porcentaje (%)

31.3%

25 21.9%
15.6%

9.4%
6.3%

0%

Figura 6: Cumplimiento de practicas del area de bioseguridad. Se observé un bajo cumplimiento en las practicas
del area de bioseguridad, destacando el uso de EPP, presencia de pediluvio y lavamanos, realizacion de pruebas
regulares para la deteccion de Salmonella spp., uso de jabdn o desinfectante, y el control de la temperatura del
gallinero y los huevos.

Respecto al sistema de embalaje, todos indicaron el uso de bandejas de carton,
ademas, el porcentaje de huevos rotos o sucios era inferior al 1% del total recolectado.
Con relacion a la alimentacion, si bien todos conocian tanto el proveedor y la composicién
del alimento, ninguno tenia informacidn sobre si éste cumplia con préacticas de inocuidad
durante la elaboracion. En esa misma linea, tampoco se reporto el uso de aditivos, como
acidos organicos u otros destinados al control de Salmonella spp. en los alimentos

utilizados (Ponedora 1, Ponedora 2 y forraje).

En cuanto al programa de vacunacion, todos los productores recibian sus pollitas

a través de programas de apoyo. De este modo, las aves ya venian vacunadas al momento
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de la adquisicidn, sin embargo, los productores desconocian si las vacunas estaban al dia,
qué productos se utilizaban o contra que enfermedades se aplicaban. Asimismo, ignoraban
si contaban con certificado de vacunacion contra Salmonella spp. o E. Coli. Sin embargo,
a pesar de ello, en la Tabla 4 se presenta el registro de vacunas proporcionado por los

programas de apoyo, donde se detallan las dosis iniciales y de refuerzo.

Tabla 4.

Programa de vacunacion de los programas de apoyo PRODESAL y SAT

Dia Vacuna Enfermedad

1 Marek Marek

Salmonella o Exclusion o
S. enteritidis y S.

1 Competitiva o
) _ typhimurium
Broilact/Aviguard
1 Bl MA5 Bronquitis Infecciosa
19 Gumboro Gumboro
36 Newcastle Newcastle
70 Laringotraqueitis Laringotraqueitis Infecciosa
Viruela aviar y
70 DV + AE o _
Encefalomielitis Aviar
Bronquitis Infecciosa,
98 Triple Bl+ EDS + Nc Sindrome de baja postura y

Newecastle

Nota. Bl: Bronquitis Infecciosa, MA5: Massachusetts cepa 5, DV: Viruela Aviar, AE: Encefalomielitis
Aviar, EDS: Sindrome de Baja Postura y Nc: Newcastle.

En el caso de las dosis de refuerzo, estas se hicieron para las enfermedades de Bl,
Gumboro, Marek, Nc, Laringotraqueitis, DV, AE y Salmonella, asegurando asi una mejor

proteccion de las gallinas ponedoras.
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3.2. Deteccion de Salmonella spp. en huevos de explotaciones avicolas de pequefios y
medianos productores.

No se detecto la presencia de Salmonella spp. en ninguna de las muestras tomadas
en las 32 explotaciones visitadas. Sin embargo, una de las muestras (3,1%) presentd el
crecimiento de colonias sospechosas de Salmonella spp. en el medio selectivo SS, tanto
en la muestra de interior como del exterior (Fig. 7). En el caso de la muestra del exterior
(A), las colonias se desarrollaron en el caldo de enriquecimiento selectivo SC, mientras

que en la muestra del interior (B) se observé crecimiento en ambos caldos: RVSy SC.

Figura 7: Crecimiento de colonias sospechosas de Salmonella spp. Crecimiento de colonias presuntivas de
Salmonella spp. en placas de exterior en caldo SC (A) e interior en caldos RVS y SC (B).

Esta muestra fue tomada de una avicola ubicada en la comuna de Marchige, sin
embargo, el resultado de la identificacion bioquimica mediante la prueba APl 20E
determind que el microorganismo encontrado correspondia a Raoultella ornithinolytica
(Fig. 8) el cual no pertenece al género Salmonella.
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PERFIL INACEPTABLE

Galeria API20 EV5.0

Perfil 7755773

Nota

Taxon significativo % 1D

Raoultella ornithinolytica

Taxon siguiente % 1D
Klebsiella oxytoca

Figura 8: Resultado de la prueba API 20E. Perfil bioquimico obtenido a través de la prueba APl 20E para
la identificacion de bacterias.

3.3. Determinacion de aerobios meséfilos en huevos de explotaciones avicolas de
pequefios y medianos productores.

Se analizaron muestras de cascara (superficie) y contenido interno (yema y clara)
de huevos, considerando el mayor nimero de colonias observadas por placa junto con su
dilucion correspondiente para estimar el promedio. En las muestras del exterior del huevo,
el rango promedio de RAM fue de 90 a 9.033 UFC (unidades formadoras de colonias),
mientras que en el interior varié entre 0 y 127,5 UFC. Un total de 22 productores (68,8%)
no presentaron RAM en el contenido interno, mientras que todas las muestras externas
(100%) mostraron presencia. La Tabla 5 presenta los valores promedio obtenidos en
funcién del nimero de productores evaluados por comuna. En base a esto, todos los
resultados se mantuvieron por debajo del limite maximo establecido por el RSA, que
permite un limite maximo de 50.000 UFC y un minimo de 10.000 para dos muestras

analizadas de un total de cinco.
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Tabla 5.

RAM interior y exterior obtenido por comuna en las avicolas visitadas.

RAM interior RAM exterior

Comuna  N° Media = DE Min Max Media = DE Min Max
Requinoa 3 5+8,6 0 15 780 +121,6 640 860
Machali 3 00 0 0 3.340+4.382 810 8.400
Rancagua 1 0+0 0 0 140+ 0 140 140
Graneros 1 00 0 0 90+0 90 90
Nancagua 5 2+44 0 10 4.040 £4.554 300 10.000
San 2 127,5+ 1449 25 230 4100 +3.535 1.600 6.600
Vicente
Pichidegua 3 5+8,6 0 15 9.033 £ 7.752 100 14.000
Chépica 5 24 + 53,6 0 120 852 + 1.356 27 3.200
Paredones 5 38,8 +49,1 0 95 236,6 + 2849 14 680
Marchigiie 4 25+5 0 10 7.642 £13.584 130 28.000

Nota. N°: Namero de productores por comuna.

La tabla 6 presenta algunas de las practicas evaluadas junto con sus valores de
RAM interior y exterior, donde fue posible observar una tendencia en la que aquellas
explotaciones que no cumplian adecuadamente ciertas practicas tenian mayores niveles

de contaminacion, tanto en el interior como en el exterior del huevo.

Tabla 6.
Valores de RAM interior y exterior para algunas de las practicas evaluadas.

39



RAM interior RAM exterior

Practica Media + DE Min Max Mediaz DE Min Max
Presencia de 3+6,71 0 15 5424 +5.720 680 14.000
lavamanos
Ausencia de 22,4 +52.6 0 230 2.851 +6.047 14 28.000
lavamanos
Separan  huevos 10,3 +28,9 0 120 2534 +4.146 14 14.000
sucios de limpios
No separa huevos 68 + 97,6 0 230 7.138+11.973 110 28.000
sucios de limpios
Presencia de 17 + 50,6 0 230 3.985+6.584 27 28.000
animales
domeésticos
Ausencia de 27 7+44 4 0 95 639 +1.154 14 3.200
animales
domeésticos

Limpieza de 6,67+10,8 0 25 3.493+5.238 640 14.000
huevo con agua

Limpieza de 30+61,4 0 230 3.806 +7.064 19 28.000
huevo con pafio

himedo

Limpieza de 1,29 + 3,40 0 9 1546 +2.823 14  7.900
huevo con virutilla

Uso de forraje 53,3+80,2 0 230 4937+9.174 19 28.000
como alimento

Uso de alimento 6,04 + 18,9 0 90 2595+4.269 14 14.000
comercial

(ponedora)

Asimismo, se observé que todos los productores (32) presentaron niveles de
contaminacion en el exterior del huevo, mientras que solamente 10 registraron recuentos

en el interior. Ademas, fue posible determinar que los productores de la comuna de San
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Vicente mostraron los mayores niveles de contaminacion interior, mientras que los de
Pichidegua presentaron los valores mas elevados de contaminacion en el exterior del
huevo (Fig. 9).

Graneros
I |
Rancagua .
Paredones %
Requinos |¥ |
S Tipo de RAM
S Shepes | | D Exterior
g B B nerior
o Machali B |
MNancagua -
| |
et Ig I
Marchigue -
| |
Pichidegua |! |
o 1 10 100 1 mil 10 mil

RAM

Figura 9: Valores de RAM interior y exterior por comuna. Se observa que los productores de San Vicente
presentan mayor contaminacion interior, mientras que los de Pichidegua presentan los valores més altos en
el exterior del huevo. Ademas, todos los productores evaluados registraron recuentos en el exterior, mientras
que solo algunos lo presentaron para el interior.

3.4. Relacion entre la presencia de Salmonella spp. y las préacticas de manejo
implementadas por los productores.

Debido a que no se detectd la presencia de Salmonella spp. en ninguna de las

muestras analizadas, no fue posible la realizacidn de un analisis estadistico. Los resultados
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obtenidos solo permiten un analisis descriptivo, sin posibilidad de establecer diferencias
significativas entre las practicas evaluadas y la ausencia/presencia de Salmonella spp.

3.5. Relacion entre el RAM interior en funcion de las practicas de manejo
implementadas por los productores

Los resultados obtenidos tanto para los analisis principales como para los
complementarios, se presentan a continuacion en la tabla 7, excluyendo la categoria de

capacitacion, ya que fue cumplida en su totalidad por todos los productores.

Tabla 7.

Précticas con diferencias significativas en RAM interior

Practicas Prueba estadistica p - valor
Separacion de  huevos Chi? de Pearson p = 0,0105
sucios de limpios
Ingreso solo de personal Chi?2 de Pearson p =0,0303
autorizado y calificado
Tipo de iluminacién Wilcoxon p =0,035
(natural o artificial)

Tipo de alimento * Wilcoxon p =0,0635

Nota. Se muestran los p — valores de aquellas practicas con significancia estadistica (p < 0.05), a excepcion
de la marcada con * que estuvo cercana al umbral de significancia.

Los andlisis estadisticos principales para todas las practicas de manejo evaluadas
mostraron gue solo tres de ellas presentaron una asociacion estadisticamente significativa
con los niveles de RAM interior encontrados. Las practicas de separacién de huevos sucios
de los limpios (Chi2 = 6,56; p = 0,0105) y el ingreso solo de personal autorizado y
calificado (Chi2 = 4,69; p = 0,0303) presentaron valores estadisticamente significativos en

las pruebas de Chi? de Pearson.

En relacion con los analisis complementarios, se identifico que el tipo de

iluminacién también presenté una diferencia significativa en relacion con los niveles de
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RAM interior. Debido a que, los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad ni
homogeneidad de varianzas (Shapiro-Wilk, p < 0,05), se utilizo6 la prueba no paramétrica
de Wilcoxon. Donde, esta genero un resultado significativo (p = 0,035), confirmando la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre el tipo de iluminacion y los

niveles de RAM interior.

Por otra parte, la variable “tipo de alimento” no alcanzo el umbral de significancia
estadistica (p = 0,0635), sin embargo, presenté un valor cercano, lo que podria indicar
una tendencia relevante a considerar. En contraste, el resto de practicas evaluadas no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) en relacién a los niveles

de RAM interior para ninguno de los analisis aplicados.

El resultado de las medias de log10 RAM interior se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8.

Medias de log10 RAM interior y desviacion estandar para todas las practicas evaluadas.

Préacticas Media logio (RAM interior UFC/g) = DE
Sanidad
Huevos rotos no son retirados ni desechados 00
Huevos rotos son desechados y retirados 0.52+0.79
Separa huevos sucios de limpios 0.337 £ 0.66
No separa huevos sucios de limpios 1.28 +0.92
Uso de veneno comercial para el control de 0.291 +0.58
plagas
Uso de plaguicida cyperkill para el control de 0.478 +0.84
plagas
No utiliza productos para el control de plagas 0.687 + 0.86
Limpieza de instalaciones una vez a la 0.687 £ 0.87
semana
Limpieza de instalaciones una vez al mes 0.415+£0.74
Limpieza de instalaciones todos los dias 0.389 £0.78
Estado del piso sucio 0.544 £ 0.84
Estado del piso limpio 0.431+0.73
Areas cercanas limpias 0.361 + 0.66
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Areas cercanas sucias 0.607 + 0.87
Desinfeccion  adecuada con  amonio 0.431 +0.66
cuaternario

Desinfeccion inadecuada con cal y viruta 0.630 = 1.02
Desinfeccion adecuada con cloro 0.401 + 0.69
Limpieza de huevos con pafio himedo 0.614 + 0.88
Limpieza de huevos con agua 0.436 £ 0.67
Limpieza de huevos con virutilla 0.171+0.45
Retiro de desechos una vez a la semana 0.550 + 0.80
Retiro de desechos una vez al mes 0.462 + 0.87
Retiro de desechos cada tres meses 0 una vez 0.374 + 0.58
al afio

Presencia de plagas (ratones y moscas) 0.510 £ 0.80
Ausencia de plagas (ratones y moscas) 0.3£0.6
Alojamiento

Almacenamiento del alimento al aire libre 0.298 + 0.50
Almacenamiento del alimento en bodega 0.536 £ 0.83
exclusiva

lluminacién natural 0.980 + 1.06
lluminacién artificial 0.259 + 0.49
Almacenamiento exclusivo de huevos en sala 0.537 +0.77
Almacenamiento de huevos al aire libre 0.457 +0.79
Material piso de cemento 0.418 £ 0.80
Material piso de tierra 0.550 £ 0.77
Presencia de amoniaco 0.328 + 0.61
Ausencia de amoniaco 0.640 + 0.90
Presencia de aves silvestres 0.344 +0.79
Ausencia de aves silvestres 0.558 + 0.77
Presencia de animales domésticos (perros o 0.414 +£0.72
gatos)

Ausencia de animales domésticos (perros o 0.734 £ 0.95
gatos)

Material de la cama de aserrin 0.869 + 1.06
Material de la cama de viruta 0.316 + 0.52
Material de la cama de paja 0.396 £ 0.88
Alimentacion y agua de bebida

Origen del agua potable 0.510 £ 0.82
Origen del agua de pozo 0.374 +0.58
Estado del comedero sucio 0.689 + 0.94
Estado del comedero limpio 0.427 £0.73
Estado del agua limpia 0.563 + 0.86
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Estado del agua sucia 0.333 £0.57
Tipo de comedero circular 0.515 + 0.86
Tipo de comedero lineal 0.463+0.73
Uso de alimento balanceado “ponedora” 0.287 £ 0.57
Uso de forraje como alimento 0.987 £ 1.01
Tipo de bebedero lineal 0.561 + 0.65
Tipo de bebedero circular 0.576 £ 0.85
Tipo de bebedero nipple 00
Bioseguridad

No ingresa solo personal autorizado y 0.385 + 0.69
calificado

Ingreso solo de personal autorizado y 1.97+0.01
calificado

Ausencia de pediluvio 0.524 +0.82
Presencia de pediluvio 0.343 £ 0.58
Presencia de lavamanos 0.241 £ 0.53
Ausencia de lavamanos 0.529 £ 0.81
Uso de EPP (elementos de proteccion 0.449 + 0.58
personal)

No utiliza EPP 0.500 + 0.86
No utiliza jabdn/desinfectante 0.516 £0.79
Utiliza jabdn/desinfectante 00
Sistema productivo

Clasificacion de huevos segln peso o color 0.405+0.70
No clasifica los huevos segln peso o color 0.659 +0.92
Mantiene los huevos un dia antes de la venta 0.341+0.64
Mantiene los huevos mas de dos dias antes de 0.627 £ 0.89
la venta

Frecuencia de recoleccion de huevos una vez 0.460 £ 0.83
al dia

Frecuencia de recoleccion de huevos de dos o 0.505+0.74

mas veces al dia

A partir de las medias, es posible observar un mayor nivel de RAM interior en los
productores de la comuna de San Vicente (1.89 + 0.67), aquellos que fueron clasificados
como pequerfios sistemas de produccion (0.688 + 0.95) y los que utilizaban la raza Hy-
Line Brown (0.423 + 0.75). En cuanto a las practicas, se encontraron los niveles mas altos

de contaminacion al interior del huevo en los productores que no separaban los huevos
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sucios de los limpios, utilizaban forraje como alimento, solamente utilizaban luz natural,
tenian presencia de plagas en su galpdn y no los controlaban con plaguicidas, mantenian
los huevos dos 0 mas dias antes de venderlos, el piso era de tierra y estaba sucio al igual
que los comederos, limpiaban los huevos con pafio himedo, no disponian de pediluvio ni

lavamanos y ademas las &reas circundantes al gallinero estaban sucias.

3.5.1. Relacion entre el RAM exterior en funcion de las préacticas de manejo
implementadas por los productores

En relacion con los resultados obtenidos tanto para los anélisis principales como

para los complementarios se presentan en la tabla 9.

Tabla 9.

Précticas con diferencias significativas en RAM exterior.

Practicas Prueba estadistica p - valor
Tipo de alimento Chi?2 de Pearson p =0,0362
Tipo de iluminacién Chi?2 de Pearson p =0,0145
(natural o artificial)
Presencia de animales Test-t p = 0,049
domesticos
Almacenamiento exclusivo Chi?2 de Pearson p = 0,0654

de alimentos *

Nota. Se muestran los p — valores de aquellas practicas con significancia estadistica (p < 0.05), a excepcién
de la marcada con * que estuvo cercana al umbral de significancia.
Fue posible identificar tres practicas con valores estadisticamente significativos

entre el RAM exterior y las practicas de manejo utilizadas. En primer lugar, el tipo de
alimento (Chi2 = 6,64; p = 0,0362) y el tipo de iluminacion (Chi2 = 8,47; p = 0,0145)

presentaron diferencias significativas en las pruebas de Chi2 de Pearson.

Por otro lado, los resultados de los analisis complementarios evidenciaron
diferencias significativas para la presencia de animales domeésticos, esta cumplié con los

supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk, p > 0,05) y homogeneidad de varianzas (Levene,
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p > 0,05), lo que permiti6 el uso del Test-T, obteniendo un valor de p = 0,049 (t = -2,255;
gl = 9,46), Si bien, el almacenamiento exclusivo de los alimentos no logré alcanzar la
significancia estadistica, presentd un valor cercano al umbral (Chi2 = 5,46; p = 0,0654),
evidenciando una probable tendencia. Sin embargo, las demas préacticas evaluadas no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) para ninguno de los

analisis utilizados.

Los resultados obtenidos de las medias de log10 RAM exterior se presentan en la
Tabla 10.

Tabla 10.

Medias de log10 RAM exterior y desviacion estandar para todas las practicas evaluadas

Practicas Media logio (RAM exterior
UFC/g) £ DE

Sanidad
Huevos rotos no son retirados ni desechados 2.92+0.01
Huevos rotos son desechados y retirados 2.81+0.91
Separa huevos sucios de limpios 2.76 £ 0.87
No separa huevos sucios de limpios 3.12+0.98
Uso de veneno comercial para el control de 3.13+£0.79
plagas
Uso de plaguicida cyperkill para el control de 2.68 £ 0.85
plagas
No utiliza productos para el control de plagas 2.73+1.02
Limpieza de instalaciones una vez a la 2.94+1.08
semana
Limpieza de instalaciones una vez al mes 2.64+0.78
Limpieza de instalaciones todos los dias 2.99 £ 0.87
Estado del piso sucio 2.58 £ 0.86
Estado del piso limpio 3.04 £0.86
Areas cercanas limpias 3.02 + 0.64
Areas cercanas sucias 2.62 +£1.05
Desinfeccion  adecuada con  amonio 2.75+0.97
cuaternario
Desinfeccion inadecuada con cal y viruta 3.15+0.69
Desinfeccion adecuada con cloro 286+ 1.3
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Limpieza de huevos con pafio himedo 2.77 £0.96
Limpieza de huevos con agua 3.23+0.51
Limpieza de huevos con virutilla 2.61 +0.86
Retiro de desechos una vez a la semana 2.87 £1.09
Retiro de desechos una vez al mes 2.93+£0.79
Retiro de desechos cada tres meses 0 una vez 2.47 £0.42
al afo

Presencia de plagas (ratones y moscas) 2.81+£0.90
Ausencia de plagas (ratones y moscas) 2.87 £0.84
Alojamiento

Almacenamiento del alimento al aire libre 3.24 £ 0.69
Almacenamiento del alimento en bodega 2.70£0.90
exclusiva

[luminacion natural 2.14+0.88
[luminacion artificial 3.13+£0.70
Almacenamiento exclusivo de huevos en sala 2.70 £ 0.94
Almacenamiento de huevos al aire libre 2.88 £ 0.86
Material piso de cemento 3.03+0.89
Material piso de tierra 2.61+£0.84
Presencia de amoniaco 2.76 £ 0.86
Ausencia de amoniaco 2.88 £ 0.92
Presencia de aves silvestres 3.02+£0.66
Ausencia de aves silvestres 2.71+£0.97
Presencia de animales domésticos (perros o 3.00£0.82
gatos)

Ausencia de animales domésticos (perros o 2.19+£0.84
gatos)

Material de la cama de aserrin 3.02+£0.87
Material de la cama de viruta 2.80+£0.84
Material de la cama de paja 254 +1.13
Alimentacion y agua de bebida

Origen del agua potable 2.89+£0.80
Origen del agua de pozo 250+ 1.20
Estado del comedero sucio 258 £0.76
Estado del comedero limpio 2.89+£0.91
Estado del agua limpia 2.84+ 1.01
Estado del agua sucia 2.79+£0.61
Tipo de comedero circular 2.81£0.95
Tipo de comedero lineal 2.83+0.85
Uso de alimento balanceado “ponedora” 2.89+0.73
Uso de forraje como alimento 2.64+1.21
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Tipo de bebedero lineal 3.30+£0.76
Tipo de bebedero circular 2.77+£0.81
Tipo de bebedero nipple 2.66 +1.29
Bioseguridad

No ingresa solo personal autorizado y 1.66 + 0.53
calificado

Ingreso solo de personal autorizado vy 2.90+£0.85
calificado

Ausencia de pediluvio 2.89+£0.91
Presencia de pediluvio 2.58 £ 0.75
Presencia de lavamanos 3.47 £0.58
Ausencia de lavamanos 2.70 £ 0.88
Uso de EPP (elementos de proteccion 2.86 £0.71
personal)

No utiliza EPP 2.80+£0.96
No utiliza jabén/desinfectante 2.80 £ 0.90
Utiliza jabon/desinfectante 3.17 £ 0.47
Sistema productivo

Clasificacion de huevos segun peso o color 2.96 £ 0.84
No clasifica los huevos segtn peso o color 2.52£0.94
Mantiene los huevos un dia antes de la venta 2.87 £0.65
Mantiene los huevos més de dos dias antes de 2.77 £1.08
la venta

Frecuencia de recoleccion de huevos una vez 2.75+£0.72
al dia

Frecuencia de recoleccion de huevos de dos o 2.88 £1.02

mas veces al dia

En base a las medias, es posible observar un RAM exterior mayor en los
productores medianos (3.10 + 0.89), aquellos provenientes de la comuna de Marchigie
(3.17 £ 0.96) y los que utilizaban la raza Hy-Line Brown (2.74 = 0.74). Ademas, el
incumplimiento de practicas como, no separar huevos sucios de limpios, utilizar
bebederos lineales, no tener pediluvio en la entrada, limpiar los huevos con agua, utilizar
veneno comercial para el control de plagas, tener el piso sucio, presencia de animales
domésticos y aves, almacenar el alimento y los huevos al aire libre, desinfectar con cal y

viruta y una baja frecuencia de retiro de desechos, se asociaron con los mayores niveles

de contaminacion en la cascara del huevo.
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3.5.2. Identificacion de la relacion entre la presencia de aerobios mesofilos y las
practicas de manejo implementadas por los productores.

La evaluacion de la relacion entre las practicas de manejo utilizadas en funcion del
RAM determinado tanto para el interior como para el exterior del huevo obtuvo lo mismo

que los analisis realizados en funcion de las practicas.

3.6. Practicas ganaderas méas importantes para minimizar la presencia de aerobios
mesofilos y Salmonella spp.

3.6.1. Propuestas de mejoras e implementacién de buenas préacticas ganaderas para
minimizar la presencia de aerobios meséfilos y Salmonella spp.

En base a las distintas practicas evaluadas para cada area especifica, se
identificaron aquellas consideradas criticas con potencial de minimizar significativamente
la contaminacion microbioldgica de los huevos. A partir de esta identificacion se proponen
recomendaciones orientadas a su mejora con el objetivo de aumentar la calidad de los
huevos y reducir los riesgos de contaminacion durante la produccion. Los resultados
encontrados se presentan a continuacion junto con una infografia (Apéndice 1) que tiene
como objetivo concientizar a los productores sobre las practicas riesgosas y las medidas

para corregirlas.

Alimentacion y agua de bebida

Se recomienda usar bebederos automaticos tipo nipple o tetilla, ya que estos
mantienen el agua mas limpia, reducen el desperdicio de agua, disminuyen la
contaminacion microbiologica y generan menos humedad y residuos (Bist et al., 2024).
Ademas, estos deben ser faciles de limpiar regularmente para prevenir la contaminacion,

garantizando la salud de las aves (INDAP, 2024). Asi mismo, es preferible el uso de
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comederos circulares, ya que estos facilitan su limpieza diaria y llenado, evitando
desperdicios (INDAP, 2024).

El estudio de Markazi et al., (2019) demostré que el uso de un acidificante
comercial que combina &cidos con cinamaldehido logré reducir la carga cecal de
S.enteritidis en un 100% ademas de mejorar la microbiota intestinal. Es por esto que
incorporar a la dieta acidificantes como acido férmico, propionico y acético o productos
que lo contengan como Acid Plus Avianvet aunque es mas dificil de conseguir en Chile,
es una estrategia efectiva para prevenir la aparicion de Salmonella spp. y mejorar también
la salud intestinal de las gallinas ponedoras.

Bioseguridad

Es importante contar con una correcta higiene del gallinero, por lo que el uso de
pediluvios en la entrada de este evita el ingreso de bacterias o suciedad a su interior
(Castro, 2022). Ademas, practicas como un lavado de manos durante 20 segundos (NSW,
2024) o la instalacion de equipos adecuados para esto ayudara a disminuir la incidencia
de microorganismos en los alimentos (Fung et al., 2018). Ademas, el uso de un jabon
antibacteriano para el lavado frecuente de manos reduce el riesgo de enfermedades como
salmonelosis (Cajamarca & Campos, 2025). Por otro lado, el uso de desinfectantes como
acido peracético y amonio cuaternario son eficaces para la disminucién de aerobios
mesdfilos, mientras que TH4 + y OX-VIRIN han demostrado ser efectivos para la

eliminacién de S. enteritidis (Serna, 2018).

En este mismo contexto, es importante implementar el uso del equipo adecuado
como guantes, overol, cubre botas, mascarilla y cofia, los cuales son relevantes para la
prevencion de enfermedades respiratorias y zoondticas (Cajamarca & Campos, 2025).

Ademas, estos equipos deben ser exclusivos para el ingreso al gallinero a modo de
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disminuir el contacto con otro tipo de animales u objetos que puedan servir como vectores

para los microorganismos patdgenos y propagar asi enfermedades (INDAP, 2024).

Otro punto de control importante es, la temperatura del galpon que siempre debe
mantenerse entre 18-23°C, y no debe ser superior a 33°C para no afectar a la salud,
bienestar y produccion de las aves (INDAP, 2024). Un mal manejo de la temperatura
puede aumentar la incidencia de enfermedades en las aves (SAG, 2018), ademas como se
sefiala en el estudio de Bravo (2011) la refrigeracion inmediata después de la puesta
impide eficazmente la penetracion y multiplicacion bacteriana. Bajo este mismo contexto,
es importante realizar revisiones diarias de las aves para evaluar su bienestar y salud de
modo que se pueda detectar precozmente signos de alguna enfermedad y asi generar un
plan de accion eficiente para su control lo mas rapido posible (SAG, 2018). Es por esto
por lo que es importante la realizacion de pruebas regulares para la deteccion de
Salmonella spp. y de otras enfermedades para disminuir su propagaciéon y reducir el
impacto en la produccion (INDAP, 2024).

Sanidad

Animales como ratones, aves silvestres 0 moscas, son capaces de transportar
microorganismos al ser vectores mecanicos, y contaminar a las aves, alimento, agua o a
los huevos. Por esto, es importante mantener un permanente control de plagas, ademas de
mantener las areas circundantes limpias y con un cierre perimetral adecuado (INDAP,
2024). Los alrededores del gallinero deben mantenerse limpios, desmalezados y aislados
de lugares que puedan afectar el bienestar y salud de las aves y evitar asi la llegada de
plagas (INDAP, 2024). Por otra parte, la limpieza de los huevos con pafos secos o virutilla
evitara dafios en la cuticula de los huevos evitando asi el traspaso de patogenos del exterior
al interior del huevo. Es importante evitar el lavado de los huevos con agua, ya que esto

deteriora la cuticula facilitando la entrada de microorganismos (INDAP, 2024).

52



Alojamiento

Como se menciond anteriormente es importante contar con un cierre perimetral
adecuado que impida la entrada de animales domésticos, lo que impedira el ingreso de
enfermedades ademas de proteger la integridad de las gallinas (Castro, 2022). Asi mismo,
el almacenamiento de los huevos debe ser en un lugar cerrado, fresco, seco, sin contacto
con productos quimicos, limpio y desinfectado, y donde se restrinja el ingreso de animales
o insectos (INDAP, 2024). Es importante también que el material del piso del gallinero
sea preferentemente de cemento, al ser este material firme, facil de limpiar y desinfectar,
para mantener una higiene adecuada del lugar (Castro, 2024). En esta misma linea y a
modo de mejorar la sanidad del galpdn, prevenir cuadros respiratorios y de
queratoconjuntivitis la concentracion de amonio atmosférico debe ser inferior a 25 ppm
(SAG, 2018). Para prevenir altas concentraciones se debe asegurar una ventilacion
suficiente del gallinero a través del uso de cortinas o ventanas que permitan la
maximizacion del flujo de aire (INDAP, 2024).

Sistema productivo

Los huevos recolectados, deben ser vendidos rapidamente ya que su calidad
disminuye a medida que pasan los dias (INDAP, 2024). Si bien, ningun productor supero
los 4 dias de almacenamiento antes de su venta, es importante que el tiempo de
almacenamiento no supere los 15-20 dias a temperatura ambiente, ya que se demostré que
a partir de este periodo y bajo climas calidos se observan cambios en la calidad interna del
huevo (Ramirez et al., 2016). Las temperaturas altas facilitan la penetracion de
microorganismos a traves de la cascara del huevo, mientras que las bajas dificultan este

proceso, por lo que es relevante que la venta sea lo mas rapido posible.
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4. Discusion

En este estudio, no fue posible detectar la presencia de Salmonella spp. en ninguna
de las muestras de huevo analizadas. Es importante resaltar que los 32 productores
evaluados, eran parte de programas de apoyo estatal, donde recibian a sus gallinas
ponedoras con sus vacunas completas y al dia. Este hecho, se cree que fue una de las
razones por las que no fue posible la deteccion de Salmonella spp., al ser la vacunacién
una de las medidas més efectivas para prevenir dicha contaminacién. Bravo (2011), indica
en su estudio que, un programa de vacunacién es una de las practicas mas eficaces y

especificas para el control de Salmonella spp.

Si bien, en el andlisis de deteccion de Salmonella spp. se determiné el crecimiento
de colonias sospechosas, el resultado de la prueba APl 20E identific6 a la bacteria
encontrada como “Raoultella ornithinolytica™ que no pertenece al género Salmonella.
Esta se ha encontrado en ambientes acuaticos y suelos, ademas, en el estudio de Salih et
al., (2023) fue posible aislarla desde sitios contaminados con metales pesados
demostrando asi su alta capacidad de adaptaciéon a distintos ambientes. Ademas la
presencia de S. enteritidis en los huevos de gallina se asocia con cambios en las
condiciones ambientales, tales como aumento de la temperatura o de la contaminacién

favoreciendo asi su aparicidn en las explotaciones avicolas.

En Chile, la inocuidad microbiologica de los huevos se encuentra regulada por el
RSA, que establece los criterios adecuados para este alimento. Si bien en este estudio no
se detectd Salmonella spp., es relevante considerar que la normativa actual les exige a los
productores, la ausencia de esta bacteria en los huevos destinados a consumo humano,
debido a su relevancia en salud publica (Dinta, 2023). Este organismo estatal, también
establece parametros para el RAM como un criterio microbioldgico relevante para evaluar
la calidad de los huevos. En este se determina que, para el analisis de 5 muestras,
solamente dos pueden tener valores minimos de 10* y un maximo de 5 x 10* para los

huevos. Cabe destacar que ninguno de los productores super6 dichos valores (Fig. 10).
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Por lo tanto, un alto recuento se asocia a deficiencias en las practicas de manejo y
condiciones higiénicas, coincidiendo con los resultados obtenidos en este estudio (Dinta,
2023).

1k

100

Recuento de Aerobios Mesdfilos (RAM)

Exterior Interior

Figura 10: Niveles de RAM interior y exterior. Comparacién entre valores maximos y minimos de RAM
interior y exterior en relacion a los limites establecidos por el RSA.

Es por esto que entonces la ausencia de Salmonella spp. indica que el empleo de

las practicas minimas de sanidad, alojamiento, alimentacién y agua de bebida,
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bioseguridad, capacitacion y sistema productivo, con que cuentan los productores
actualmente contribuye a prevenir su deteccion, reforzando su importancia, para disminuir
el riesgo de contaminacion. No obstante, si bien las condiciones de manejo no influyeron
directamente en la presencia de Salmonella spp., si afectaron a otros indicadores

microbioldgicos relevantes para asegurar la calidad e inocuidad del huevo como el RAM.

A pesar de que, no fue posible establecer una relacion estadisticamente
significativa entre la mayoria de las practicas y los niveles de contaminacion de aerobios
mesdfilos, si se pudo observar significancia en algunas (Tablas 7 y 9), ademéas de una
tendencia donde las practicas con menor cumplimiento presentan mayores recuentos
(Tabla 6). Este resultado podria estar relacionado con algunas limitaciones del estudio
tales como, un reducido tamafio de la muestra o de la baja variabilidad entre los

productores y las practicas cumplidas.

Un estudio, realizado en la parte norte de la India que evalué el perfil microbiano
de 60 huevos de gallina provenientes de grandes y pequefios productores, reportd una
mayor incidencia de contaminacion en huevos procedentes de mercados minoristas. Este
resultado se asocié con mayores deficiencias en sus practicas agricolas e higiénicas
durante toda la cadena de produccion y venta, en comparacion con los recolectados
directamente de las granjas donde si tenian mejores condiciones de manejo. Ademas,
determinaron que no existia una diferencia significativa entre la contaminacion del

contenido interno y de la cascara del huevo (Damena et al., 2022).

Asi mismo, Serrano et al., (2022) compararon sistemas de produccién avicola,
demostrando que los huevos provenientes de sistemas convencionales obtuvieron un
menor RAM y por ende una mejor calidad microbioldgica, a diferencia de los que venian
de sistemas alternativos de produccién, con manejos deficientes y un mayor recuento.
Bajo este contexto otra practica relevante, fue la presencia de lavamanos en el gallinero,

que si bien no fue significativa, es importante resaltar la importancia de mantener
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condiciones higiénicas adecuadas durante la produccion. De este modo, acciones simples
como un correcto lavado de manos (NSW, 2024) y la instalacion de equipos de lavado,
reciclado y eliminacion de residuos contribuyen a reducir la incidencia de
microorganismos en los alimentos (Fung et al., 2018). Ademas, en este estudio se
identifico, que la contaminacién microbioldgica es mayor en la cascara debido al contacto
con el ambiente y al manejo que se le da después de la puesta (Singh et al., 2010),
relacionandose con lo encontrado ya que los 32 (100%) productores presentaron RAM en

el exterior, no asi en el interior donde solamente en 10 (31,25%) se registraron.

En esta misma linea se constaté que ninguno de los productores evaluados
realizaba un manejo de temperatura adecuado ni a los huevos durante su almacenamiento
ni al gallinero, representando un importante riesgo de contaminacion. El estudio realizado
por Bravo (2011), demostrd que la refrigeracién impide eficazmente la penetracion y
multiplicacién bacteriana en los huevos de gallina, siempre y cuando estos sean enfriados
lo més rapido posible después de la puesta, siendo un punto determinante en la reduccion
del riesgo de contaminacion bacteriana en los huevos. Ademas, las temperaturas altas
facilitan la penetracion de Salmonella spp. y otras bacterias a través de la cascara del
huevo, mientras que las bajas dificultan este proceso, destacando asi la importancia del
control de temperatura durante los procesos de produccion y almacenamiento,
especialmente en épocas de altas temperaturas como el verano, periodo en el cual se
tomaron las muestras del presente estudio. Sin embargo, si bien ninguno realizaba un
manejo de temperatura, las muestras tomadas de la recoleccion del dia fueron refrigeradas

inmediatamente para su posterior analisis.

La transmision tanto de Salmonella spp. como de otros microorganismos se puede
dar de manera horizontal durante la puesta, manipulacion y almacenamiento del huevo.
Es por esto por lo que practicas como la separacién de huevos sucios de limpios son
sumamente relevantes para disminuir la probabilidad de contaminacion cruzada (Rincén

et al., 2011). Asimismo, en el presente estudio se encontraron diferencias significativas
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para dicha préctica, donde ademas se encontrd una media de contaminacion interior y
exterior superior en aquellos productores que no separaban los huevos sucios de los

limpios (Tabla 6).

El tipo de iluminacion, ya sea natural o artificial, tiene influencia directa en el
comportamiento de las gallinas y sus condiciones ambientales. El manejo de luz influye
significativamente en el bienestar y comportamiento de las aves, un mal manejo puede
provocar comportamientos anormales como aumento del estrés, pisoteo de los huevos,
puesta fuera de los nidales y aumento de la agresividad (Hevia & Miles, 2005). Todos
estos factores incrementan el riesgo de suciedad y, por ende, de transmision horizontal de
microorganismos. Asi, los resultados obtenidos se alinean con estos estudios, ya que se
encontraron diferencias significativas entre los niveles de RAM interior y exterior en

funcion del tipo de iluminacion utilizada (Tablas 7 y 9).

Es relevante también tener en cuenta que hay distintos animales que son capaces
de actuar como vectores de Salmonella spp. y otras bacterias. Estudios han demostrado la
transmision de esta a través de escarabajos, insectos (Alphitobius diaperinus) (Matte,
2021), roedores, aves, gatos, zorros y moscas cuando estos estan en contacto directo con
las gallinas ponedoras. Esto respalda lo encontrado, donde la presencia de animales
domésticos fue significativa en relacion con el contenido de RAM exterior, ademas de
presentar una contaminacion superior en la cascara (Tabla 6), en aquellos huevos donde
estos estaban presentes (gatos o perros). Por otra parte, todos los productores evaluados
en este estudio contaban con el uso de mallas anti-pajaros y un adecuado cierre perimetral
del gallinero lo que disminuye el riesgo de contaminacién por Salmonella spp. u otro

microorganismo (Hilbert et al., 2011).

Foley et al., (2011), indica también que aquellos gallineros que tienen un féacil
acceso estan mas expuestos al ingreso de vectores de transmision como aves, roedores,

insectos y otros animales salvajes. Sumado a esto, es importante sefialar que la mayoria
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de los productores carecia de medidas basicas de bioseguridad (Fig. 6), donde solo el
21,7% contaba con pediluvios a la entrada y apenas un 31,3% utiliza EPP, lo que
incrementa mas aun el riesgo de contaminacion microbiologica de los huevos (Damena et
al., 2022).

Si bien, el almacenamiento exclusivo de los alimentos no presentd valores
estadisticamente significativos, estuvo cercano al umbral de significancia (Tabla 9).
Ademas, fue posible observar una tendencia a mayores niveles de contaminacién exterior
en aquellos productores que almacenan el alimento expuesto al aire libre, en comparacion
con los que lo guardaban en tambores exclusivos para su conservacion (Tabla 10). Esta es
una practica clave para la prevencion de la contaminacion, ya que influye en los niveles
de esta, por lo que es de suma importancia mantener condiciones higiénicas adecuadas,
protegiendo el alimento de la humedad, roedores u otros vectores de microorganismos
(Whiley & Ross, 2015).

Otra practica que no fue significativa estadisticamente pero que mostré una
tendencia, fue el tipo de alimentacién de las gallinas ponedoras. Al analizar las medias, se
observO una mayor contaminacion interna en los huevos provenientes de las gallinas
alimentadas con forraje (mezcla que incluye gramineas, leguminosas, mazorca, hortalizas
y frutas) a diferencia de aquellas que recibian el alimento comercial ponedora (compuesto
de maiz, trigo, harina de soya y pescado, carbonato de calcio y vitaminas) (Tabla 6). No
obstante, en el caso de los niveles de RAM exterior, se observo una tendencia inversa, al
tener una mayor contaminacion en los huevos de gallina alimentadas con dieta de
ponedora en comparacion con aquellas alimentadas con forraje. Sin embargo, en
discordancia de lo encontrado en RAM interior, esta diferencia si fue estadisticamente
significativa, lo que sugiere una relacion entre el contenido de la dieta y los niveles de
contaminacion microbioldgica. Por otro lado, el estudio de Whiley & Ross (2015)

evidenciaron que las gallinas alimentadas con dietas estandar (comercial) presentaron un
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menor porcentaje de penetracion de S. enteritidis, a diferencia de las que consumian

mazorcas de maiz.

Si bien en este estudio se observaron solamente algunas asociaciones significativas
entre las précticas y los niveles de RAM, esto podria explicarse por el bajo nimero de
productores evaluados. Sin embargo, fue posible identificar tendencias relevantes, que
destacan la necesidad de mejorar ciertos aspectos del manejo, especialmente los

relacionados con las condiciones higiénicas y sanitarias antes y durante la produccion.
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5. Conclusién

Este estudio tuvo como objetivo principal determinar la presencia de Salmonella
spp. Yy el RAM en huevos de gallina de pequefios y medianos productores de la regién de
O'Higgins, con el fin de asociar practicas de manejo con la calidad microbiologica de los
huevos. Dichos parametros son un factor importante en la inocuidad alimentaria,
especificamente en sistemas de produccion donde las condiciones de manejo son variables

y llevadas a cabo mayoritariamente por mano de obra familiar.

Los resultados obtenidos mostraron un mayor RAM en la superficie del huevo en
comparacion con su interior debido al contacto que estos tienen con el ambiente y
practicas postproduccion que favorecen la contaminacion. Por otro lado, no fue posible la
deteccidn de Salmonella spp. en ninguna de las muestras analizadas, sin embargo, esto se
puede deber a que todas las gallinas ponedoras evaluadas contaban con su programa de

vacunacion completo en el que se incluyen ademas dosis de refuerzo contra esta bacteria.

También fue posible identificar practicas criticas donde la mayoria de los
productores tuvo incumplimientos, las cuales se centraron en el area de sanidad y
bioseguridad. Entre estas estan; estado del piso sucio, limpieza de huevos con pafio
himedo o agua, ausencia del uso de EPP (mascarillas, guantes, overol y cubrebotas),
pediluvio o lavamanos, el no uso de jabon o desinfectante y la falta de realizacion de
pruebas regulares para la deteccién de Salmonella spp. asi como la ausencia total del
control de temperatura del gallinero o de los huevos durante su almacenamiento u otra

etapa de produccion.

Fue posible observar también una alta cantidad de productores que cumplian
practicas clave que podrian haber ayudado a disminuir la contaminacion, tales como:
separacion de huevos limpios de sucios, limpieza regular de comederos y bebederos, uso
de agua potable y el almacenamiento del alimento en recipientes exclusivos, como

tambores. En cuanto a la estructura del gallinero, todos contaban con ventilacion natural
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mediante ventanas manteniendo asi una circulacion adecuada del aire y el uso de mallas
anti-pajaros lo cual es relevante al no permitir el ingreso de otros animales al gallinero.
Ademas, como se menciond todos los productores recibian sus pollitas previamente
vacunadas por parte de los programas de apoyo, donde también recibian capacitaciones
periddicas, permitiendo instancias formativas que contribuyen al fortalecimiento del

manejo productivo y sanitario.

Por esto se determina que la calidad microbioldgica de los huevos puede verse
afectada en los sistemas de produccién que no cumplan con medidas minimas de higiene
y sanidad. Los altos RAM exteriores destacan también la importancia de utilizar practicas
de manejo adecuadas incluso antes de la produccién, tales como un programa de
vacunacion, limpieza y desinfeccidn, control de plagas y capacitaciones, permitiendo asi

disminuir los riesgos de contaminacion.

Seria importante poder ampliar el estudio aumentando el tamafio de la muestra y
analizar otras zonas de la region de O’Higgins, asi como de productores independientes
que no sean parte de programas de apoyo. De esta manera se podria realizar estudios
complementarios de otros microorganismos u otros elementos del gallinero a modo de
evaluar también factores como la influencia del clima o de la zona en la presencia de
Salmonella spp. y el RAM. Cabe destacar que actualmente no es posible la produccién de
huevos con total ausencia de Salmonella spp., sin embargo, es importante siempre
mantener condiciones higiénicas adecuadas durante todo el proceso de produccion
(Whiley & Ross, 2015). Ademas, las vacunas actuales van principalmente dirigidas contra
S. enteritidis y typhimurium, sin embargo, ninguna da proteccion completa o proteccién

cruzada contra todos los serogrupos.

A partir de lo mencionado en este estudio, se recomienda mejorar las
capacitaciones de bioseguridad y sanidad, haciendo especial enfoque en las areas de

desinfeccion, almacenamiento y limpieza. Asi mismo, el uso de métodos de control
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complementarios, como probidticos, prebioticos, irradiacion, pasteurizaciéon o la
aplicacion de recubrimientos con quitosano son opciones potenciales para prevenir la
salmonelosis (Whiley & Ross, 2015). De esta manera se podra mejorar ain mas la calidad
microbioldgica de los huevos dandole un valor agregado a estos productos de alto valor

nutritivo.
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Apéndice 1.

7. Apéndice

Lista de verificacion basada en las BPG. Encuesta realizada a los productores durante la

toma de muestras de huevos de gallina.

Productor (Lote):

Fecha:

Nombre:

N° de aves:

Comuna:

Raza de aves:

Fin comercial: Huevo __ Carne y huevo

PUNTOS
CONTROLAD

Valor /
Frecuencia

0Ss

Sl

NO

Regular

Observaciones

Sanidad

Estado del piso

Limpio

Sucio
(Homedo y
con fecas)

Limpieza y desinfeccion

Existe
programa de
control de
plagas
(Productos)

Existe
presencia de
plagas

Existe
programa de
control de
desinfeccion
(Productos)

Limpieza de
areas cercanas

Limpieza
instalaciones

Limpieza de huevos

Pafio hiimedo
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Los lava
(Agua)

Virutilla

Condicion de los

huevos

Porcentaje de
huevos sucios
y rotos

Separa huevos
sucios de
limpios

Huevos
rotos/sucios o
dafiados son
retirados de la
zona de
embalaje

Gestién de desec

hos (Estiércol)

Plan de manejo
(Frecuencia de
retiro)

Vacunacion

Existe un
programa de
vacunacion
(Contra qué
enfermedades)

Posee
certificado de
vacunacion
contra
Salmonella

spp.

Alojamiento

Material del piso

Tierra

Cemento

Material de la ca

ma

Paja

Aserrin

Ventilacion

Uso de
ventilador

Presencia de
ventanas

Existe olor a
amoniaco
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Sistema de iluminacion (natural o artificial)

Realiza manejo
de luz (Horas
de luz / Horas
de oscuridad)

Manejo del espacio

Presencia de
animales
domésticos
(indicar cuales)

Presencia de
animales
silvestres
(indicar cuales)

Infraestructura

Bodega
exclusiva para
el alimento de
las gallinas

Lugar de
almacenamient
o0 exclusivo
para huevos

Malla anti
pajaros

Alimentacion y agua de bebida

Estado de limpieza comederos

Limpios

Sucios (Tierra
y/o material
del suelo)

Estado de
limpieza
bebederos

Agua limpia

Agua sucia
(Lodo, fecas
y/o hongos)

Tipo de
bebederos

Lineales

Tetilla

Circulares

Origen de agua

Pozo

Agua potable




Estero/rio/cana
I

Tipo de comeder

o

Lineal

Circular

Alimento

Conoce la
procedencia de
todo el
alimento que
usa

Alimento
incluye &cidos
organicos o
producto para
el control de
Salmonella

Bioseguridad

Control de acceso entrada y salida

Pediluvio

Ingresa solo
personal
autorizado y
calificado
(Trabajadores
y
asesores/técnic
0S)

Higiene

Presencia de
lavamanos

Uso de
jabdn/desinfect
ante

Uso de EPP
(Cubrebotas,
guantes,
cubrecabezas y
overoles)

Manejo postproduccion

Control de
temperatura en
bodega de
almacenaje de
huevos

Monitoreo y testeo

Realiza
pruebas
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regulares para
deteccion de
Salmonella

spp.

Capacitacion

Ha recibido
capacitacién en
practicas de
inocuidad

Sistema
productivo

Manejo de produccién y venta

Frecuencia de
recoleccion
(cuantas veces
al dia recolecta
los huevos)

Cuantos dias
en promedio
mantiene los
huevos antes
de su venta

Se utilizan
métodos
higiénicos para
clasificar los
huevos

Se utilizan
métodos
higiénicos para
embalar los
huevos
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Apéndice II.

Practicas clave para disminuir el riego de contaminacion. Infografia con BPG claves para mejorar

la calidad de los huevos.

BUENAS PRACTICAS, MEJORES HUEVOS

iPor qué es importante?
'{ /0 El uso de practicas agricolas e higiénicas
0% adecuadas durante todo el proceso de
v produccién, reduce el riesgo de
I contaminacion por Salmonella y otras

bacterias [1].

Alimentacién y agua de bebida

* Prioirzar el uso de bebederos tipo tetilla y
comederos circulares

* Utilice agua potable

* Afadir acidificantes (acido férmico, acético y
propiénico) a la dieta [2].

w Universidad
de O'Higgins

A través del uso de las siguientes buenas practicas

agricolas:
Sanidad
* Controlar plagas y contar con un buen cierre
perimetral

* Limpiar los huevos con virutilla o pafio seco
* Evitar lavar los huevos con agua
* Mantener alrededores limpios y desmalezados [3].

. Glossguidad Alojamiento
* Usar elementos de proteccién personal, jabén y | @ * Almacenar huevos en un lugar seco, cerrado y
desinfectantes exclusivo
« Implementar pediluvio y lavamanos 6 “m * Utilizar ‘cgmen‘;o para el piso del gallinero ya que es
* Mantener el gallinero a temperaturas de 18-23°C o) firme, facil de limpiar y desinfectar

e Ventilar y  limpiar  regularmente  evitando

 Realice periédicamente pruebas para la deteccién de . .
acumulacion de amoniaco [5].

Salmonella [4].

Fuentes: [1] Damena et al., 2022 [2] Markazi et al., 2019, INDAP 2024 & Bist et al.,, 2024 [3] INDAP 2024 & SAG
2018 [4] Castro 2022, Fung et al., 2018, Cajamarca & Campos 2025 [5] Castro 2022, SAG 2018 & INDAP 2024.
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