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RESUMEN

Se presentan los resultados de un estudio de coMarminacion de helados de produccion focal con mi-
crorganismos del género Salmonelfa, Durante los meses de noviembre y diciembre de 1976 a 1979, se exa-
minaron 100 muestras obtenidas en heladerias ubicadas en la capital de Mendoza. Llas muestras fueron sem-
bradas en los siguientes medios de enfiquecimienta: Caldo Nutritiva, Caldo Selenito, Caldo Muller Kauffmann,
Caldo Enriquecimiento Enterobacterias y Caldo North y Bartram. Las resiembras se realizaron en Agar Salmo-
nella-Shigella y Agar Verde Brillante,

Se aislé respectivamente, S. enteritidis y S. typhimurium en muestras de helados provenientes de dos
establecimientos distintos. En el primero de ellos N fue posible investigar el Origen de [3 contaminacion.
fn el segundo caso, se efectuaren 57 coprocultivos a todos los manipuladores del establecimiento. Se aislo
5. anatum en dos empleadas hermanas. De Jos ingredientes utilizados en la preparacion de fa variedad de
helado en lz2 que se demostré contaminacion, se €xaminaron bacterioidgicamente las siguientes materias pri-
mas: leche entera, crema de leche, dulce de leche y nueces, aislandose de estas dltimas S typhimurjum.

SUMMARY

A bacterrological survey was carried out 10 study the contamination with Salmonella in ice cream
from local production. One hundred ice cream samples were taken in ice cream shops from Mendoza city
during the months of november and december of the period 1976-197%. The samples were cultivated in the
following enrichment media: Nutrient Broth, Selenite Broth, Miiller Kauffmann Brath, Enrichment Enterobac-
teria Broth and North and Bartram Broth. Salmonelta-Shigella Agar and Brilliant Green Agar were used as
selective media.

5. enteritidis and 5. typhimurium were isolated in samples from two different sources. In the first case,
the epidemiological study to identify the origin of the contamination could not be carried out. In the second
case, among the raw materials examined, the implicated serotype (5. t)_fphfmurfumJ was recovered from sam-
ples of the peeled walnuts used to prepare the ice cream. Coproexamination in the 19 food handlers of the

shop resulted in the isolation of S anatum in two sisters.

INTRODUCCION

son innumerables las publicaciones que, en
todo el mundo, se refieren a la importancia de
los alimentos y sus manipuladores como fuente
de infeccidn en patologias de origen alimenta-
rio.f1-9  Por sus caracCteristicas de composicion,
elaboracidn y conservacion, los helados consti-
tuyen un Optimo vehiculo de sus agentes etiolo-
gicos. En su elaboracion intervienen diferentes
materias primas, tanto de origen animal como
vegetal. Ademas, la intervencion de manipula-
dores en tas distintas etapas que ella comprende,
aumenta el riesgo de contaminacion con Salmo-
nefla y otros agentes, @ T 8.1

Estudios anteriores vinculados al conocimien-
to de Salmonelia y salmonelosis en Mendoza -9
y fa descripcitn de un brote por ingesta de
helados " molivaron la realizacion de este tra-
bajo con la finalidad de estudiar, en nuestro
medio, el papel de estos productos como vehicu-
los de aquellos agentes. Se examinaron muestras
de helados, materias primas y heces de manipu-
ladores de heladerias de Mendoza.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras
Helados. Las muestras fueron obtenidas por

personal del laboratoric de Bromatclogia de la
Municipalidad de la capital, Mendoza, donde
fueron procesadas en la primera etapa de enri-
guecimiento. Llas investigaciones se completa-
ron en la Catedra de Microbiologia de la Facul-
tad de Ciencias Meédicas, U. N, C.

El muestrec fue practicado durante los bi-
mestres noviembre-diciembre del periodo 1976-
1979. En 12 heladerias de la capital de Mendoza
fueron tomadas 100 muestras de 250 g en la eta-
pa de expendio al consumidor. las mismas fue-
ron remitidas en forma inmediata al taboratornio
donde se conservaron a — 18° C hasta su proce-
samiento realizado entre las 2 y 72 horas.

Del total de muestras, 60 correspondieron a
helados a base de crema y 40 a base de frutas.
Los primeros conlenian teche, crema de leche,
huevos y azlcar, como ingredientes bdsicos y
otros ingredientes adicionates que caracterizaron
20 variedades diferentes. Los segundos corres-
pondieron a 13 variedades preparadas a base de
jugos de frutas naturales y jarabe.

Materias primas. De las variedades de hela-
dos “milk cream” y “dulce de leche con nue-
ces”, en los que se detectd contaminacion con
Salmonella, se examinaron muestras de los si-
guientes ingredientes: leche entera, crema de
leche, dulce de leche y nueces.
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Heces de manipuladores. Se estudiaron
muestras de materia fecal de diecinueve manipu-
ladores y sus familiares, pertenecientes a uno de
los dos establecimientos en los gue se detectd
Salmonelfa en muestras de helados. Se tomaron
tres deposiciones habituales con intervalo de
una semana, siguiendo técnicas ya descritas.(®

Medios de cultivo

Medios de enriquecimiento. 1. Caldo Nutri-
tivo (CN) compuesto de: extracto de carne
{Oxoid), 05 g %; Triptona (Oxoid), 20g %, y
cloruro de sodio, 05 g% (pH 7,4). 2. Caldo
Miller Kauffmann Tetrationato (Oxoid) (MK).
3. Caldo Enriquecimiento Enterobacterias (Oxoid)
(EF). 4. Caldo Selenito {Oxoid) {CSe). 5 Caldo
North y Bartram (NB)./"% 6. Caldo Kauffmann Te-
trationato (Oxoid) (KT).

Medios selectivos. 1. Agar Verde Brillante
(VB) compuesto de: Proteosa Peptona N9 3 (Dif-
co), 1,0 g %; cloruro de sodio, 0.5g % ; lactosa,

1,0 g %; sacarosa, 1,0 g % ; rojo fenol, 0,008 g %;
verde brillante, 000125 g %, y agar, 20g %
(pH 6,9). 2. Agar Salmonella-Shigella (Difco)
{55).

Técnicas de ensayo

Se procesaron alicuotas de 50 g de helado con
la siguiente metodologia (cuadro 1): 20 g fueron
sembrados en 70 ml de MK, 10 g en 150 mi de
CN, 10g en 150ml de EE y 10g en 100ml
de CSe. Los tres primeros medios se incubaron a
37°C y el cuarto a 432 C. A las 24 horas los
cullivos en MK, ON y CSe se estriaron sobre
placas de VB y 55 y 1 mi de EE fue resembrado
en 20 mi de NB, incubado a 37° C 24 horas ¥
y luego subcultivado en VB y S5

Las heces de los manipuladores se examina-
ron sembrando 1 g de cada muestra en 10 mi de
KT, CSe y CN, respectivamente. Luego de 24 y
120 horas de incubacidn a 37° C se practicaron
subcultivos en placas de VB y 55 (cuadro 1).

CUADRO 1
Esquema del procesado de las muestras

HELADOS

100 muestras

HECES

57 muestras

20 g 10 g 10g 10g 1g 1g 1g
MK N EE C.'|5e KT Cse CN
| =] i
ET - = = —
379 C 430 C 370 C -
i I |
|
2 h 21 h 120 h 2 h 120 h z4| h 12(lJ h
I I I [ |
VB 55 VB 55 VB % VB 55 VB S5 VB 5% VB S5 VB S5 VB 55 VB 5§

riean S S A

Las materias primas fueron procesadas si-
guiendo la misma operatoria gque fa aplicada para
las muestras de helado.

En todos los casos las placas de VB y SS se
incubaron a 37°C, 24-48 horas. Las colonias
sospechosas de Safmoneffa se estudiaron por
pruebas bioquimicas preliminares de identifica-
cign:14. 150 siembra en agar triple azicar hierro
(TSI}, medio con urea {l)}, agar para desamina-
cion de fenil-alanina (FA), agua triptonada para
produccién de indol () v agar blando para mo-
tilidad (MOT). Las pruebas bioguimicas comple-
mentarias realizadas, incluyeron: accidn sobre
carbohidratos {CH), acciéon sobre aminodcidos
(AA), prueba de Rojo de Meiilo (RM), Voges Pros-
kawer (VP), malonato (MAL) y citrato (CIT). Las
primeras fueron: glucosa (GL), lactosa {LA), saca-
rosa (SA}, manitol (MA), ramnosa (RA), arabinosa
(AR), dulcitol (DU} y salicina (SL). Para aminoaci-
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379 C, 23-48 h

dos (AA) se proho: lisina (LIS), arginina (ARG) y
ornitina (ORN). Llas pruebas bioguimicas incu-
badas a 37° C fueron observadas diariamente
hasta el cuarto dia. las cepas identificadas como
Salmonelfa por su estudio bioguimico, fueron
posteriormente sometidas a tipificacion serolo-
gica (cuadro 2).

CUADRO 2
Identificacion de “Salmonella”

Pruebas bioguimicas™
TSI-U-FA-L-SH,-MOT
CL-LA-5A-MA
B { RA-AR-DU-SL
LIS-ARG-ORN
RM-VP-MAL-CIT

Preliminares:

Complemenptarias AA:

Serologia

* Explhicacicn en el testo.



RESULTADOS

Sobre 100 muestras analizadas se aisld Sal-
monefla en dos helados a base de crema (cua-
dro 3). De dos muestras de las variedades “milk
cream’” y “dulce de leche con nueces” se aisla-
ron, respectivamente, S. enteritidis v S. typhimu-
rivm. Los productos contaminados procedian de
dos establecimientos diferentes.

Los resultados de 57 coprocultivos practica-
dos a 19 manipuladores del establecimiento es-
tudiado figuran en el cuadro 4. S5e obtuvieron
cultives positivos para Salmonelfa en dos em-
pleadas hermanas, de quienes se aislo 5. anatum
de dos y de una muestra de sus respectivos co-
procultivos seriados. El resultado fue negativo
en el resto de manipuladores.

La investigacidn en las materias primas per-
mitid constatar la presencia de 5. typhimurium
en muestras de nueces peladas. La busqueda de
Salmonefla en leche entera, crema de leche y
dulce de leche resultd negativa.

CUADRO 3

“Salmonella” en 100 mdiestras de helados
Muestras obtenidas en 12 heladerias

Tipe de helado Positivas Negativas Total
LAY e e i R 40 40
CHEMAY —arv-iyreis e e 2 58 62
Hotalf Seeatirn ki 2 98 100

CUADRO 4

“Salmonella” en heces
de manipuladores implicados

Coprocultivo

Manipulador Ne dia
0 7 i4
1 =+ s —
2 = £ st
3-19 — — =
+ positivo (5. anatum)
negalive
DISCUSION

Es ampliamente reconocida la importancia de
la seleccion de la metodologia y medios de culti-
vo aplicados para el aislamiento de Salmonella.
Sin embargo en este trabajo se lograron resulta-
dos similares con los diferentes medios utiliza-
dos. Dos muestras de helados de 100 analizadas
resultaron positivas. En el establecimiento donde
se aislo S. enteritidis a partir de la variedad de-
nominada ‘milk cream’” no se pudo completar la
investigacion tendiente a establecer el origen de
la contaminacidon. Este serotipo es uno de los
que con mayor frecuencia se aisla de helados
de preparacidon industrial o casera.’® ¥ ™ Su pre-
sencia ha sido frecuentemente asociada a leche
y huevos contaminados. En nuestro medio se lo
ha encontrado en alimentos cirneos de origen
bovino y porcino.® en casos esporddicos de sal-

monelosis ¥ ™ vy asociado a S. typhimurium en
un brote de toxinfeccion alimentaria por hela-
dDS.lT'

Se considera oportuno aclarar gue los esta-
blecimientos en los que se tomaron las muestras
contaminadas reunian excelentes condiciones de
higiene y saneamiento. Ello justifica la necesi-
dad de insistir en un adecuado control bacterio-
légico periddico obligatorio de instalaciones,
procesos de elaboracion y manipuladores.

En el establecimiento donde se aislo S. ty-
phimurium a partir de una muestra de la variedad
“dulce de leche con nueces”, se realizo el con-
trol bacteriolégico al comienzo y final del pro-
ceso de elaboracion. Este se realiza en equipo
integral de moderna concepcidn y consiste en:
mezcla y pasteurizacidn de las materias primas
basicas en batidoras a 80° C durante 10 minutos,
homogeneizacion en circuito cerrado, pasaje por
placas de enfriamiento refrigeradas por agua a
4¢ C, descarga por surtidor y pasaje a tina de
maduracion con batidoras a 4° C de 8 a 10 horas,
descarga por surtidor y pasaje a congeladora
(—15 a —25° ) de 10 a 15 minutos, y final-
mente descarga a recipientes de conservacion
SRl

Por otro lado, si bien la posibilidad de con-
taminacion del producto a través de los manipu-
ladores es una realidad, en esta oportunidad de-
bemos descartarla, pues en ningan operario del
establecimiento se aislo el mismo serotipo con-
taminante del helado. Ninguno de los manipu-
ladores habia manifestado sintomas de gastro-
enteritis ni recibido antibacterianos durante el
lapso que demandd el muestreo para coprocul-
tivos. Sin embargo es interesante destacar el
aislamiento de S. anatum en heces de dos her-
manas eliminadoras transitorias. Si bien la cons-
tatacion de estas portadoras no ayuda a interpre-
tar la probable via de contaminacion de fa
muesira problema, reafirma una vez mas la im-
portancia del adecuado control sanitario de los
manipuladores de alimentos. Descartada la po-
sibilidad de contaminacion por intervencion de
éstos durante el proceso de elaboracion, se abor-
do el estudio bacterioldgico de las materias pri-
mas. Se aisld S. typhimurium en muestras de la
misma partida de las nueces peladas utilizadas
en la elaboracion de los helados. Este serotipo
es particularmente frecuente en alimentos con-
taminados (3- & ® se ha encontrado asociado
a §. enteritidis en un brote originado por ingesta
de helados en esta provincia.™

H hallazgo de las nueces como vehiculo de
contaminacion resulta una novedad ya que no
registra antecedentes en la literatura consultada.
Las condiciones de su cultivo y recoleccion en
propiedades rurales de esta provincia, general-
mente asociadas a la cria de animales de diver-
sas especies, posibilita su contaminacidon con
excretas de dichos reservorios.

Otras posibilidades de contaminacion relacio-
nadas con el almacenaje de alimentos y materias
primas y con la frecuencia de roedores, insectos
y otros vectores mecanicos y biologicos, fue
totalmente descartada por las optimas condicio-
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nes higiénico-sanitarias observadas en el esta-
blecimiento.

Coincidentemente con lo gue acontece en
el resto del mundo, S typhimurium se ha de-
mostrado, en nuestro medio, como una de las
especies mas frecuentes en bovines,® en algu-
nos tipos de alimentos carneos ® y en casos
esporadicos y epidémicos de salmonelosis.5- 7
Ademas resulto incriminada como agente etio-
l6gico en tres brotes de toxinfeccion alimen-
taria.(™

Considerando los resultados del control de
calidad durante el proceso de elaberacion, el
equipamiento usado, la estricta higiene obser-
vada, asi como los intentos negativos de aislar
de los manipuladores el serotipo implicade en
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