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RESUMEN

Los modelos de experimentacion biolégica han surgido como una herramienta
para el estudio de agentes patégenos, teniendo por finalidad simular de la manera mas
natural posible la interaccién del patdégeno con su hospedero. Sin embargo, muchos de
ellos, no han conseguido generar los niveles de infeccion adecuados, lo cual sugiere que

deben ser mejorados.

El objetivo del presente estudio es optimizar el modelo de infeccion bacteriana in
ovo por inmersion, a través de un protocolo quimico o fisico (por temperatura) de
permeabilizacién, que mejore el ingreso de Salmonella enterica serotipo Enteritidis (S.

Enteritidis) hacia el interior de los huevos, sin generar efecto bactericida residual.

Para ello, se analizaron inicialmente dos reactivos permeabilizantes: Urea e
Hipoclorito de Sodio, en distintas concentraciones. Se utilizaron grupos de 20 huevos por
cada concentracion, los cuales fueron precalentados y posteriormente permeabilizados
por inmersion en el reactivo diluido, durante 30 minutos. Luego, los huevos fueron puestos
en una solucién de fucsina concentrada, para visualizar la presencia del paso de colorante
en el interior de las céascaras, determinando con ello el nivel de permeabilizacion. Se
selecciond de cada reactivo, la menor concentracion capaz de permeabilizar 100% de los
huevos, con un nivel elevado de penetracion de fucsina. Finalmente, se decidié utilizar
Urea, ya que logro resultados similares a Hipoclorito de Sodio, pero a diferencia de éste,
no habia sido utilizado en modelos de infeccion in ovo. Se evalud el efecto bactericida
residual en un grupo de 90 huevos permeabilizados con Urea y contaminados por
inmersion con S. Enteritidis; cuatro horas después los huevos fueron incubados en una

estufa por 24 horas a 37°C. Terminado este periodo, fueron vaciados de manera aséptica,
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y recolectados individualmente, para posteriormente ser analizados por bacteriologia
cualitativa (% de contaminacion) y cuantitativa (UFC/mL). Se incluyé un grupo control de

infeccidn, el cual fue permeabilizado por un método abrasivo.

Los resultados de este estudio mostraron que el porcentaje de huevos
contaminados con S. Enteritidis fue mayor en el grupo control (98,5%) que en el grupo
permeabilizado con Urea (63,2%) (p < 0,05). Se discute el efecto bactericida residual
observado en el grupo permeabilizado con Urea. El presente estudio concluyé que el uso
de Urea en concentracion 0,025 M logra permeabilizar eficientemente la cascara de los

huevos, sin embargo, genera un efecto bactericida residual sobre S. Enteritidis.

También fue analizado el efecto de la temperatura sobre la permeabilizacion de los
huevos, utilizando dos grupos de 40 huevos, de los cuales, un grupo fue refrigerado a 4-
8°C vy el otro fue calentado a 37°C, durante 4 horas. Posteriormente, los huevos fueron
puestos a inmersion en una solucion fria de fucsina (4-8°C). Los resultados indicaron que
en el grupo de huevos calentados a 37°C, el porcentaje de ingreso de colorante fue mayor
que en el grupo de huevos refrigerados, demostrando que al inducir un diferencial térmico,
la permeabilizacion en los huevos también es mayor. Como conclusién, se sugiere que la
induccién de un diferencial térmico marcado, optimiza mejor el modelo de infeccién in ovo

con S. Enteritidis, que la permeabilizacion de los huevos con Urea 0, 025 M.



SUMMARY

The biological experimental models have emerged as a tool for the study of
pathogens, with the finality of simulating in the most natural way possible the interaction of
the pathogen with its host. However, many of them have not been able to achieve the

adequate levels of infection, which suggests that they need to be improved.

The objective of this current study is to optimize the bacterial infection model in ovo
by immersion, through a chemical or physical (by temperature) permeabilization protocol,
which improves the entrance of Salmonella enterica serotype Enteritidis (S. Enteriditis)

inside the eggs, without generating the residual bactericide effect.

To achieve this, two permeabilizant reactives were initially analyzed: Urea and
Sodium Hypochlorite, each in different concentrations. Groups of 20 eggs for each
concentration were used, and all of them were preheated and later permeabilized by
immersion in the diluted reactive during 30 minutes. Afterwards the eggs were put in a
concentrated fuchsin solution to visualize the passing of the coloring towards the interior of
the egg shells, determining with this the level of permeabilization. Each reactive was
selected according to the lowest level of concentration capable of permeabilizing 100% of
the eggs, with a high level of fuchsin penetration. Finally the decision was to use Urea,
because it achieved similar results with sodium hypochlorite, but unlike the latter, it had not
been used by in ovo infection models. The residual bactericide effect was evaluated in a
group of 90 eggs permeabilized with urea and contaminated by immersion with S.
Enteriditis; four hours later the eggs were incubated in a stove for 24 hours at 37 °© C. At
the end of this period, they were emptied in an aseptic manner, and recollected

individually, to be analyzed by qualitative (% of contamination) and quantitative (CFU/mL)
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bacteriology. An infection control group was included, which was permeabilized by an

abrasive method.

The results of this study showed that the percentage of contaminated eggs with
S. Enteriditis was higher in the Control group (98.5%) compared with the Urea
permeabilized group (63.2%) (p < 0.05). The residual bactericide effect observed in the
Urea permeabilized group can be discussed. This study concludes that the use of Urea in
a concentration higher than 0.025 M is able to efficiently permeabilize the egg shell,

however, it creates an residual bactericide effect on S. Enteriditis.

The effect of temperature over the permeabilization of the eggs was also analyzed,
using two groups of 40 eggs each, one of which was refrigerated at 4-8° C and the other
was heated at 37° C during 4 hours. Later, the eggs were put in immersion in a cold
fuchsin solution (4-8° C). The results indicated that in the group with heated eggs, the
coloring entry percentage was higher than the refrigerated egg group, showing that by
inducing a temperature difference, the egg permeabilization becomes higher. As
conclusion it is seen that a marked temperature difference optimizes in a greater way the

in ovo infection model with S. Enteriditis, than the egg permeabilization with Urea 0.025 M.



INTRODUCCION

Los modelos biolégicos de infeccion han surgido como herramientas de
importancia en el estudio de distintos agentes patdgenos que afectan tanto a los animales
como al ser humano, permitiendo de esta manera conocer sus mecanismos de infeccion y

patogenicidad, e idear planes de control y prevencion de las enfermedades.

Para el estudio de Salmonella, especificamente del serotipo Enteritidis, se han
desarrollado modelos de infeccién en gallinas, pollos y embrién de pollo. Por otro lado, los
huevos embrionados y comerciales de gallina, también han sido utilizados para este fin,
siendo contaminados externamente mediante dos vias: inoculacién en cadmara de aire e
inmersién. La contaminacion en la cAmara de aire posee como desventajas ser laboriosa,
provoca ruptura del huevo, y requiere de mayor tiempo para su realizacion. A su vez, la
contaminacién por inmersion, no compromete la estructura de la cascara, permitiendo la
realizacion de un mayor numero de muestras, de forma rapida y simultanea, cualidades
sumamente deseadas en cualquier investigacion cientifica. El método de inmersion para
contaminacién in ovo con Salmonella ha sido poco satisfactorio, debido a que la
capacidad de ingreso de la bacteria se ve disminuida por la presencia de la cuticula, la
cual cumple un rol fundamental como barrera fisica primaria en la entrada de patégenos al
huevo. Por ello, este trabajo pretende implementar un método quimico que logre extraer la
cuticula, sin dafiar la cascara del huevo ni tener actividad bactericida residual, mejorando
con ello el ingreso de microorganismos al interior del huevo. Por otro lado, también sera
evaluado el rol de la temperatura en la permeabilizacién de los huevos. Los resultados

contribuirdn a optimizar el modelo de infeccion in ovo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los modelos de experimentacion biolégica han surgido como una herramienta de
importancia en el estudio de agentes patégenos, teniendo por finalidad simular de la
manera mas natural posible la interaccién del patégeno con su hospedero. De este modo,
se hace posible conocer los mecanismos de infeccion y patogenicidad, e idear planes de

control y prevencién de las enfermedades que causan dichos patégenos.

Para esto, los animales de laboratorio han sido piezas fundamentales en el estudio
de las ciencias biomédicas. Son usados como modelos para investigar y comprender las
causas, diagnostico y tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano y a los
animales, ademas de sus importantes aportes en la docencia biol6gica y en el desarrollo,
produccion y control de medicamentos, alimentos y otros insumos, donde en muchos
casos, hasta la fecha, son irremplazables. Basta recordar sus aportes en la generacion de
las vacunas de la rabia, viruela, tétanos, difteria, tos convulsiva y poliomielitis; el
desarrollo de diversos antibiéticos, la insulina y el conocimiento de las bases genéticas de
la herencia. Los avances de la investigacion en céancer, cardiologia, transplantes de
organos, Sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedad de Alzheimer, se deben
también a las contribuciones de los estudios realizados en animales de laboratorio

(Hernandez, 2004).

De acuerdo a lo sefalado por Trull (2005), Presidente de la FBR (“Foundation for
Biomedical Research”, de EE.UU), aproximadamente el 95% de todos los animales de
laboratorio corresponden a ratas y ratones. Los primates representan menos del 0,25%;
los perros y gatos combinados menos de 0,5% y el resto incluye a conejos, cobayos,
cerdos, ovejas, armadillos, peces cebra, calamar, cangrejos, caracoles de mar y moscas
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de la fruta, entre otros. Los roedores son el modelo animal de eleccidn, ya que tienen una
vida corta (dos o tres afios) que permite a los cientificos observar en "avance rapido" lo
que ocurre durante el progreso o la patogénesis de la enfermedad. Ademas, los avances
en ingenieria genética han permitido desarrollar excelentes lineas de roedores para la

investigacion.

Sin embargo, es necesario reconocer que el uso de animales como reactivos
biol6gicos debe cumplir una serie de requisitos, como poseer una composicién genético-
sanitaria definida, ser sometido a crianza y mantencion en ambientes controlados con los
requerimientos especificos para cada especie, ademas de garantizar el bienestar animal.
Para normar el uso de estos animales en la experimentacién bioldgica surge la bioética
animal, la cual postula lo siguiente: el uso de animales de laboratorio deben ser realizados
con el numero minimo necesario de animales que permitan obtener resultados
cientificamente validos; los procedimientos in vivo deben ser reemplazados siempre que
sea posible por métodos alternativos que no usen animales vivos, como modelos
matematicos, simulacién por computador, test serolégicos, cultivos celulares y sistemas
biolégicos in vitro, y las experiencias deben ser refinadas aplicando metodologias que

aseguren la ausencia de un sufrimiento innecesario (Arias, 2007).

El ratén ha sido uno de los modelos experimentales mas usados para el estudio
particular de Salmonella spp. Su utilizacién se ha basado, entre otras aplicaciones, en el
estudio y desarrollo de vacunas (Chin'ombe et al., 2009a), investigacion sobre
mecanismos de defensa inmunitarios (Chin'ombe et al., 2009b) y terapia antimicrobiana

efectiva contra Salmonella (Garner et al., 2009).



Las aves también han sido utilizadas como modelos de experimentacién con
Salmonella, debido a que son hospederos naturales de muchos serotipos de la bacteria,
los cuales comUunmente también se encuentran en el hombre. Es asi como el pollo broiler
ha sido utilizado con el objeto de conocer la dindAmica de Salmonella en el hospedero,
evaluando la rapidez de infeccién y/o eliminacion de la bacteria al medio ambiente (Van
Immerseel et al. 2004; Lopez 2007). Las ventajas del modelo radican en que los pollos
recién nacidos son econdémicamente asequibles y estan disponibles en casi cualquier
lugar, ademés de ser animales de facil manipulacion e identificacion. Sin embargo, por
ser aves y no mamiferos, no son tan comparables al ser humano como otros animales
experimentales (Lopez, 2007). Este modelo ha permitido formular nuevas estrategias de

control y prevencion en el sector avicola (Chambers y Lu 2002; Gast, 2007).

Las gallinas comerciales de postura han sido utilizadas como modelos
experimentales de infeccién con Salmonella, ya sea a través del desafio oral (Keller et al.,
1995; Gast et al., 2004; Gast et al., 2005; Gantois et al., 2006) o parenteral (Miyamoto et
al., 1998). El objetivo radica en conocer la dinamica de la bacteria en su hospedero.
Ademas, las gallinas de postura han sido usadas para el desarrollo de terapias
preventivas que buscan reducir la incidencia de infeccién y eliminacion de Salmonella en
las aves y sus huevos, siendo las vacunas uno de los temas mas estudiados en este
modelo (Miyamoto et al., 1998; Gantois et al., 2006). El modelo posee como ventaja
principal imitar la infeccién “natural” con Salmonella, sin embargo el animal, el alimento y
la mantencion tienen mayores costos que los de otros modelos animales, como por

ejemplo el ratén o el pollo.

También ha sido descrito el uso de huevos embrionados como un modelo de
infeccion para Salmonella. EI empleo del embrion de pollo ha sido sugerido para
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recuperar la patogenicidad de cepas de Salmonella que han sido liofilizadas o congeladas
por periodos mayores a dos afios, y analizar las caracteristicas gendmicas de cepas de

Salmonella mutadas (Figueroa y Verdugo, 2005).

No sélo el huevo embrionado se ha utilizado como modelo de infecciébn para
Salmonella, sino que también el huevo comercial. Este modelo ha sido de mucha utilidad
a la industria avicola, ya que ha permitido estudiar en detalle los distintos factores que
permiten la infeccion de los huevos de consumo con serotipos de importancia para la
salud publica como lo es Salmonella enterica serotipo Enteritidis (S. Enteritidis), y
desarrollar estrategias de prevencion y control a la infeccion (Messens et al., 2005b; De

Reu et al., 2006; Gantois et al., 2009).

Para comprender el desarrollo de un modelo de infeccion experimental en huevos,
se hace necesario conocer las vias naturales de transmision desde la gallina, mediante
dos vias. Por la via vertical, S. Enteritidis coloniza los 6rganos reproductivos de la gallina
(ovario y oviducto), infectando directamente a la yema, albumina, membranas de la
cascara o cascara antes de la ovipostura (Miyamoto et al., 1997, Gantois et al., 2009). Por
la via horizontal, los huevos se infectan por contacto de la cascara del huevo con la
cloaca colonizada de la gallina, o con las heces contaminadas, durante o después de la
ovipostura (Messens et al., 2005b; De Reu et al., 2006, Gantois et al., 2009). De tal
manera, la contaminacion de los huevos puede realizarse a través de la infeccion
experimental de la gallina (via vertical) o bien mediante la contaminacién externa (via

horizontal) en la superficie de la cascara del huevo.

Para la generacion de modelos de infeccibn en huevo se ha utilizado con
frecuencia la via horizontal, ya que la infeccion de huevos a través de la gallina (via
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vertical), genera bajos porcentajes de infeccion, como lo demuestra el estudio realizado
por Keller et al. (1995), en el cual gallinas ponedoras de 23 a 25 semanas de edad, fueron
desafiadas por via oral con una dosis de S. Enteritidis de 8 log,o UFC/mL. Los resultados
indicaron contaminacion de 27,1 a 31,4% del total de huevos en formacion extraidos del
oviducto, y de 0 a 0,6% de los huevos puestos recientemente. Es por esto que se han
generado modelos de infeccion directamente en los huevos (in ovo). Dentro de las
ventajas que sugiere el modelo in ovo se encuentran: bajos costos de implementacién del
modelo, facilidad de mantencion a nivel de laboratorio y no compromete las normas
bioéticas para la experimentacién biol6gica, toda vez que los huevos no sean

embrionados.

Los modelos experimentales de infeccidon in ovo, se han desarrollado utilizando
dos vias de entrada al huevo: camara de aire (Clay y Board 1991; Clay y Board 1992;
Adam et al.,, 2002) e inmersion (Schoeni et al.,, 1995; Miyamoto et al.,, 1998;
Himathongkham et al., 1999; Chen et al.,, 2002; De Reu et al., 2006; Messens et al.,

2006).

Modelo de infeccién in ovo por camara de aire

Esta técnica se basa en crear un dafo estructural en la cascara, facilitando con
esto el ingreso de la bacteria hacia los contenidos del huevo. Sin embargo, la incidencia
de infeccion lograda por esta via depende de una serie de factores como son: la
concentracion del in6culo, posicion del huevo al momento del almacenacenamiento,
temperatura de almacenamiento de los huevos infectados y medio de inoculacién de la

bacteria (Clay y Board 1991; Clay y Board 1992).

10



En el estudio realizado por Clay y Board (1991) fue posible determinar la
importancia de la concentracién del in6culo aplicado. Es asi como huevos de menos de 4
dias de postura fueron inoculados con 0,1 mL de cultivo de S. Enteritidis en tres distintas
concentraciones: 2, 4 y 7 Log UFC/mL. Posteriormente los huevos fueron almacenados
por 5 semanas a 25°C. Los resultados indicaron que la tasa de infeccion en los huevos

aumentoé al usar el indculo de concentracion mas alta.

De mismo modo, Clay y Board (1991) visualizaron que la posicién en la cual son
dejados los huevos en almacenamiento luego de la inoculacién, posee un efecto sobre la
infeccion de los contenidos del huevo. Esto se demostrd dejando la mitad de los huevos
con camara de aire hacia arriba y la otra mitad con camara de aire hacia abajo,
concluyendo que cuando los huevos son dejados con sus camaras de aire hacia arriba, la

tasa de infeccion es mayor, independiente del tamafio del in6culo.

En un estudio posterior, Clay y Board (1992) evaluaron la incidencia de la
temperatura de almacenamiento en la infecciébn de huevos con S. Enteritidis. Utilizaron
huevos de menos de dos dias de postura, los cuales fueron inoculados con 0,1 mL de un
cultivo de S. Enteritidis en concentracion de 4 Log UFC/mL, y posteriormente fueron
almacenados por 5 semanas a 10°C o 25°C. Los resultados del experimento indicaron
que S. Enteritidis crecié en 100% de las albuminas de los huevos almacenados a 25° C,

pero no crecié en albdmina de los huevos almacenados a 10°C.

Clay y Board (1992), también determinaron que el crecimiento de S. Enteritidis en
la albumina de huevo varia segun en el medio utilizado para inocular la bacteria (suero
ringer, extracto fecal o extracto fecal con remocion de hierro). Es asi como la incidencia
de huevos con contaminacion elevada (méas de 10° UFC/mL de albimina), fue mayor en
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aquellos inoculados con bacterias suspendidas en extracto de heces (con y sin adicion de

hierro) en comparacién con aquellos en solucion de ringer.

Modelo de infeccién in ovo por inmersion

La inmersién para la contaminacion bacteriana del huevo, ha sido desarrollada
como una técnica no invasiva, que ademas otorga un enfoque mas cercano a la infeccién
natural con Salmonella a través de la cascara (Schoeni et al., 1995; Miyamoto et al., 1998;
Himathongkham et al.,, 1999; Chen et al.,, 2002; De Reu et al.,, 2006; Messens et al.,
2006). Entre los factores que afectan la incidencia de contaminacién de huevos a través
de esta via, se mencionan: grado de contaminacién de la cascara y tipo de cepa
bacteriana (Messens et al.,, 2005b; Messens et al., 2006; De Reu et al.,, 2006). Es
importante sefialar que la infeccion por esta via tiene también una directa relacién con
factores propios de cuticula y cascara del huevo, los cuales serdn revisados mas

adelante.

Messens et al. (2006), estudiaron la influencia del grado de contaminacion de la
cascara del huevo en la penetracion de Salmonella Enteritidis, para lo cual vaciaron el
contenido de huevos y los sustituyeron con agar. Posteriormente infectaron los huevos
mediante inmersién de un minuto en una suspension de S. Enteritidis (5,3 x 10° UFC/mL)
para finalmente ser almacenados a 20 °C y 45-75% HR (humedad relativa) por 20 dias.
Los resultados indicaron que contaminaciones de la cédscara mayores a 4 log;, UFC
tenian un 90% de posibilidad de contaminar el interior de los huevos en cambio, las
cascaras contaminadas con cantidades inferiores a 1 log; UFC, tenian un 50% de
posibilidad de ser contaminados en su interior. Al analizar los resultados, los autores
demostraron que mientras mayor era la contaminacion de la cascara al final del periodo
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de almacenamiento, mayor era la posibilidad de que S. Enteritidis llegara al contenido del

huevo.

Del mismo modo, Messens et al. (2005b) utilizaron huevos de un dia de postura
los cuales fueron obtenidos de un grupo de gallinas a las 26, 42, 65 y 69 semanas de
edad. Los huevos fueron vaciados de sus contenidos, rellenados con agar (por camara de
aire), sellados y sumergidos durante un minuto en una solucion salina con S. Enteritidis en
concentracion de 6,7 log;o UFC/mL siendo almacenados a 20°C y 60% HR por 20 dias.
Los resultados demostraron que un 39% de los huevos fueron penetrados por S.

Enteritidis.

Por otro lado, en el estudio realizado por De Reu et al. (2006), se comparé el
grado de penetracion de distintas bacterias a través de la cascara del huevo. Para esto
utilizaron huevos de un dia de postura, los cuales se dividieron en dos grupos: un grupo
de huevos intactos y otro grupo de huevos vaciados y rellenados con agar.
Posteriormente fueron puestos en inmersién por un minuto en suspensiones (10°-10°
UFC/ml) de siete cepas bacterianas diferentes: Staphylococcus warneri; Acinetobacter
baumannii; Alcaligenes sp.; Serratia marcescens; Carnobacterium sp.; Pseudomonas sp.
y S. Enteritidis, para luego ser almacenados por 21 dias a 20°C y 60% HR. En el caso de
los huevos rellenos con agar, las cepas que penetraron con mayor frecuencia fueron:
Pseudomonas sp (60%), Alcaligenes sp (58%) y S. Enteritidis (43%). Por otro lado, en el
caso de los huevos intactos, se midié la penetracion de las cepas en los contenidos del
huevo (albumina mas yema), observando que S. Enteritidis fue la cepa con el mayor
porcentaje de penetracion a través de la cdscara (30%), seguido por Carnobacterium sp

(23%) y Serratia marcescens (17%). Como conclusion, todas las cepas fueron capaces de
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penetrar en ambos grupos de huevos, siendo S. Enteritidis una de las cepas mas

predominantes en la infeccion de huevos intactos.

Los modelos in ovo se han desarrollado mayormente mediante la infeccion por la
camara de aire, puesto que ha logrado obtener mejores porcentajes de infeccion usando
menores cantidades de inodculo bacteriano en comparacion a la inmersion. Sin embargo
posee notorias desventajas al momento de su implementacion en laboratorio, ya que es
una técnica laboriosa que implica el uso de una herramienta especial para generar el sitio
de inoculacion y de tiempo para su realizacion. También se debe tener presente que
existen mayores riesgos de pérdida de huevos por generacion de trizaduras al momento
de crear los orificios en cada cascara o de contaminacion del area de trabajo debido al
sellado inadecuado de la camara de aire. En cambio, la via de inmersion permite trabajar

simultdneamente con un gran numero de muestras en forma réapida y practica.

Es necesario tener en cuenta que los bajos porcentajes de infeccion obtenidos por
la via de inmersién son de cierta forma esperados, ya que los estudios realizados hasta la
fecha, no describen algun proceso que facilite el ingreso de las bacterias a través de las
barreras naturales del huevo, especificamente la cascara (Schoeni et al., 1995; Miyamoto
et al., 1998; Himathongkham et al., 1999; Chen et al., 2002; De Reu et al., 2006; Messens

et al., 2006).

Entre las barreras naturales del huevo existen barreras quimicas y fisicas. La
albumina, esta compuesta por 13 proteinas, de las cuales, Ovotransferrina y Lisozima
(Arias et al., 2007), poseen actividad antimicrobiana. Ademas, la albumina posee un pH
alcalino que contribuye a la actividad bactericida. Por otro lado, las barreras fisicas son la
membrana perivitelina, la cual rodea y contiene a la yema del huevo, las membranas de
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la cascara; la cascara del huevo (Figura 1), y la cuticula, la cual cubre la superficie de la

céscara del huevo y la apertura de sus poros.

Figura 1: Estructura de la cascara del huevo
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Fuente: Arias et al. (2007).

La albumina es la barrera que le otorga defensas quimicas al huevo en contra de S.
Enteritidis debido a que posee una serie de componentes antimicrobianos, siendo los mas
importantes: Lisozima, la cual afecta la pared celular de las bacterias y Ovotransferrina

gue a través de la quelacion de hierro y el dafio en la membrana citoplasmética de las
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bacterias, genera un efecto bacteriostatico (Gantois et al., 2009). Ademas, el pH basico de

la albumina (9,0) también contribuye a la actividad bactericida.

Dentro de las barreras fisicas que protegen al huevo y sus nutrientes, la membrana
perivitelina en su rol de filtro, ha sido capaz de disminuir el paso de bacterias hacia el
interior de la yema. En el estudio realizado por Gast y Holt (2001) se analiz6 el ingreso de
S. Enteritidis a la yema a través de la membrana perivitelina y fue comparada con la
inoculacién directa en ella. Se utilizaron 20 muestras en cada ensayo, las cuales fueron
inoculadas con 100 UFC de S. Enteritidis e incubadas a 25° C. Los resultados de la
inoculacién sobre membrana perivitelina indicaron positividad a las 6 horas en 10% de las
yemas, aumentando al 75% después de 24 horas. Respecto a las muestras inoculadas
directamente en el contenido de yema, el 100% de las muestras fueron positivas a las 6
horas de incubacion. Es posible concluir entonces que la bacteria es capaz de atravesar
la membrana perivitelina y multiplicar en yema, sin embargo se presentan diferencias en

los porcentajes de ingreso cuando la membrana perivitelina esta presente.

Por otra parte, las membranas de la cascara ofrecen cierto grado de proteccion
contra la penetracion bacteriana, ya que actian como un filtro temporal al movimiento de
bacterias hacia el interior del huevo (Berrang et al., 1999). Himathongkham et al. (1999)
realizaron un estudio en el cual infectaron huevos mediante inmersion por 5 segundos en
un cultivo con 10® UFC/mL de S. Enteritidis, siendo posteriormente incubados por 3 horas
a 20 °C; tras la incubacion, se logré aislar la bacteria en el 85% de las membranas de la
cascara, mientras que en el contenido de los huevos, no se logro el aislamiento (Citado

por Messens et al., 2005a).

Otro factor de relevancia en el ingreso de patdgenos al huevo es la cdscara. Se han

realizado diversos estudios para determinar los factores que inciden en su funcion, entre
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ellos: calidad de la céscara, contaminacion bacteriana presente en la superficie de la
cascara, grado de porosidad y espesor (Bruce y Drysdale, 1994; Jones et al., 2002;

Messens et al. 2005b; Messens et al., 2006).

La seleccion genética con el fin de obtener una mayor produccién de huevos y de
mayor peso, ha comprometido la calidad, generando por defecto cascaras mas delgadas
y quebradizas, lo cual predispone a mayor contaminacion de huevos (Jones et al., 2002).
Del mismo modo, Messens et al. (2005b) concluyeron que la presencia de grietas en la
cascara es un factor fuertemente correlacionado con la penetracién bacteriana hacia el
interior del huevo, luego de realizar un desafio con S. Enteritidis en el cual 93% de los

huevos agrietados fueron penetrados.

Ahora, para evaluar la relacion entre el grado de contaminacion presente en la
superficie de la cdscara de huevo y la penetracion bacteriana, Messens et al., (2006)
infectaron un grupo de huevos en cultivos de S. Enteritidis de dos distintas dosis, una alta
y otra baja, concluyendo que el porcentaje de penetracién bacteriana fue fuertemente

influenciado por la mayor dosis de infeccion presente en la superficie de las cascaras.

Por otro lado, la cascara del huevo presenta aproximadamente entre 10.000 a
17.000 poros, cada uno de los cuales mide entre 15 a 65 micras de diametro, siendo
significativamente mas grandes que la mayoria de los microorganismos que van
generalmente desde 1 a 5 micras (Bruce y Drysdale, 1994). Es por esto, que Drysdale
(1985) (citado por Bruce y Drysdale, 1994), estudio la relacion entre la porosidad de la
cascara y la incidencia de contaminacion de los huevos con S. Enteritidis, para establecer
si los huevos con una mayor porosidad son mas susceptibles a la penetracion bacteriana
bajo condiciones comerciales. En este estudio se midi6 la porosidad de mas de 3.000

huevos embrionados de broiler y se determiné que no existia una relacion directa entre la
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porosidad, medida como la conductancia de vapor de agua, y la susceptibilidad a la
penetracion bacteriana. Esto fue igualmente corroborado en los estudios de Messens et
al. (2005b) y de Reu et al. (2006). Estos resultados pueden ser explicados por la
existencia de la cuticula que es una capa capaz de cubrir la mayoria de los poros

impidiendo la penetracion bacteriana.

Respecto al espesor de la cascara del huevo, en el estudio desarrollado por
Messens et al., (2005b) fue evaluada la influencia de este factor en la penetracion de S.
Enteritidis hacia el interior de huevos rellenos con agar, y determinaron que no tuvo
influencia significativa en la penetracion de Salmonella hacia el interior del huevo. Del
mismo modo, De Reu et al.,, (2006) infectaron huevos con distintas cepas incluida S.
Enteritidis bajo similares condiciones experimentales, concluyendo que este factor

tampoco tuvo influencia en la penetracion de ninguna de las cepas utilizadas.

Por ultimo, la cuticula juega un rol fundamental como defensa fisica primaria ante el
ingreso de patdgenos externos. Es la capa mas exterior del huevo que recubre por
completo la porcién calcificada de la cascara y tiene un espesor promedio de 10 um. Su
principal composicion es mucina, es decir, glicoproteinas de alto peso molecular
asociadas a moléculas de carbohidratos. Su presencia parece proteger al huevo de
invasiones bacterianas, posiblemente debido a mecanismos de reconocimiento y
ligamiento de bacterias a través de los residuos de carbohidratos como los que han sido
descritos para diferentes glicoproteinas. No obstante, su principal funcién es contribuir a la
prevencion de la excesiva pérdida de agua desde el huevo y favorecer el intercambio de
gases (Arias et al., 2007). Esta capa se distribuye de manera irregular sobre toda la

cascara con un grosor promedio de 0,5 a 12 micras (Sparks, 1994).
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Es importante sefalar, que los primeros minutos después de la ovipostura, la
cuticula estad usualmente himeda y por esto es menos efectiva en su rol de prevenir la
penetracion de bacterias al interior del huevo (Padron, 1990 y Miyamoto et al., 1998).
Cuando el huevo es recién ovipuesto, la cuticula permanece humeda por un periodo
aproximado de 3 minutos, y posteriormente se seca. Spark y Board (1985) realizaron
estudios en los cuales fue medida la penetracidén bacteriana en areas “humedas” y “secas”
de la cascara comprobando que la mayor incidencia de contaminacion se genera en las
zonas donde la cuticula aun se mantiene humeda, y por lo tanto, se hace razonable
suponer que la contaminacién microbiana seria menos probable una vez que la cuticula

se ha secado (citado en Bruce y Drysdale, 1994).

Por otra parte, la deposicién de la cuticula sobre la cascara del huevo ha mostrado
disminuir conforme avanza la edad del lote de aves (Sparks y Board, 1984; Messens et al.,
2005b), permitiendo la exposicion de un mayor numero de poros, los cuales podrian
eventualmente ser sitios de penetracion bacteriana. Por lo tanto, la calidad de la cuticula 'y
su capacidad para cubrir eficazmente la totalidad de los poros de la cascara presenta
directa relacion con la contaminacion en los huevos. Es asi como en el estudio realizado
por Drysdale (1985) (citado por Bruce y Drysdale, 1994), se concluye que la incidencia de
contaminacién bacteriana es significativamente mayor en los huevos que poseen una
cuticula pobre (40% de infeccién), comparados con aquellos huevos con una mediana o
buena calidad de cuticula (26% de infeccién). Es importante conocer que la deposicién
cuticular es un factor directamente relacionado con la calidad, es por esto que en el
estudio desarrollado por Board y Halls (1973) estudiaron la deposiciéon cuticular
concluyendo que de manera natural, de un total de 453 huevos analizados, una pequefia
fraccion (3,5%) no presentd cuticula, mientras que un 8% la presentd de forma

incompleta, estando ausente en apex y/o extremo romo de los huevos.
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En la naturaleza, a pesar de las barreras fisicas y quimicas, los huevos siguen
infectdndose con distintos patdgenos, entre ellos S. Enteritidis. Esto se debe en parte, a
que hay factores que dejan al huevo mas susceptible a la contaminacién. El primero
sugiere que en el momento inmediato después de la ovipostura, la cuticula es inmadura y
algunos poros pueden estar abiertos. Como segundo factor, cuando el huevo esta
expuesto a un medio ambiente mas frio que la temperatura del cuerpo de la gallina
(promedio: 42 °C), una presion negativa se desarrolla permitiendo a las bacterias migrar
més facilmente a través de la cascara del huevo y membranas (Gantois et al.,, 2009).
Como un tercer factor se encuentra la humedad, ya que cuando los huevos son
removidos desde un lugar refrigerado a uno temperado, ellos “transpiran” debido a la
condensaciéon del agua en la superficie del huevo (Bruce y Drysdale, 1994) y de esta
forma se facilitaria la penetracién bacteriana, aunque no seria un factor esencial para el

proceso (Bruce y Drysdale, 1994; Berrang et al., 1999).

Basado en lo anterior, para la obtencién de un modelo de infeccién por inmersion
optimo en huevo, se hace necesario entonces facilitar el ingreso de las bacterias a través
de la cascara, haciendo uso del conocimiento tedrico sobre los diferentes factores que
permiten este proceso. Una de las medidas contempla la extraccion de la cuticula en los
huevos, mediante la accion de algunos reactivos quimicos que logran permeabilizar la
cascara del huevo, ya sea por alteracién proteica de la cuticula o de la matriz de
carbonato de calcio de la cascara (Wellman-Labadie et al., 2008). Los reactivos quimicos
que se han utilizado para este propoésito han sido Urea, EDTA y HCI en las siguientes

concentraciones:

a) Urea solucion 8 M (Molar) en 50mM Tris-HCI (pH 7,5). Este reactivo se utiliz6 para
extraer las proteinas desde la superficie externa de la cascara sin provocar
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descalcificacién. Un tratamiento por 60 minutos a temperatura ambiente (T°: 22-
24°C) permitioé la mayor extraccion proteica y la menor remocién de la masa de las
cascaras (3-5%) (Wellman-Labadie et al., 2008).

b) EDTA solucién de 0,5 M en 50 mM Tris-HCI (pH 7,5). Este reactivo provocé
descalcificacion parcial y liberacion de proteinas atrapadas dentro de la matriz
externa de la cdscara de los huevos. Un tratamiento por 60 minutos fue el mas
adecuado porque obtuvo la mayor extraccion proteica y no mostré ninguna
contaminacion quimica en albumina (Wellman-Labadie et al., 2008).

c) HCI solucion de 1 N (N: Normal). Un tratamiento por 5 minutos produjo una
elevada extraccion de proteina y disolucién parcial de la cascara. (Wellman-

Labadie et al., 2008).

En todos los extractos obtenidos con Urea 8M, EDTA 0,5 M y HCI 1N se detecto la
presencia de Lisozima C, Ovotrasferrina y Ovocalixina-32, las cuales corresponden a

proteinas de accion antimicrobiana, inmovilizadas en la cuticula y cascara del huevo.

Farfan (2010) desarroll6 distintos protocolos de permeabilizacion de céscara de
huevos SPF (Libres de Patégenos Especificos) de gallina, para facilitar el ingreso de
bacteriéfagos hacia el interior de los huevos. El estudio se bas6é fundamentalmente en
lograr cuatro objetivos: altos porcentajes de permeabilizacion de los huevos, elevado nivel
de permeabilizacion, que no genere cambios macroscopicos en la cascara del huevo
(descalcificacién) ni efecto bactericida. Para visualizar permeabilizacidon positiva en los
huevos, se utilizé6 una solucién de colorante fucsina. Los reactivos utilizados fueron los
siguientes: Acido ascérbico al 0,5%, EDTA al 5%; NaOH al 5%, Acido citrico y succinico al
1%, Hipoclorito de Sodio 0, 00825% y Urea 8M disuelta en 50 mM de Tris-HCI (pH 7, 5).

Los mejores resultados fueron obtenidos con el protocolo de Hipoclorito de Sodio
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0,00825% ya que generé permeabilizacion en 100% de huevos, de los cuales 90%
lograron alto nivel de ingreso del colorante. El segundo mejor protocolo fue Urea 8M
disuelta en 50 mM de Tris-HCI (pH 7, 5), con el cual se generé 90% de permeabilizacion
en los huevos, pero con grados variables en el ingreso de colorante. Por otro lado, con el
protocolo de Acido ascoérbico al 0,5% también se gener6 un 100% de permeabilizacion,
sin embargo el nivel de ingreso fue mucho menor respecto del anterior (sélo el 20%
obtuvo alto ingreso). En el caso de EDTA 5% y NaOH 5% los resultados fueron 80% y
40% de permeabilizacion, respectivamente. Ambos protocolos no se consideraron como
alternativas para su uso en esta experiencia debido a que generaron descalcificacién de
la ciscara y los valores obtenidos fueron menores a los logrados con Hipoclorito de sodio.
Por ultimo, el reactivo Acido citrico al 1% generé permeabilizacion de tan sélo el 20%,
mientras que el Acido succinico al 1% no logré generar permeabilizacion en ninguno de
los huevos. Finalmente, los huevos del estudio fueron permeabilizados con Hipoclorito de
Sodio e infectados con 0,1 mL de una suspension de S. Enteritidis (10° UFC/mL) en la
camara de aire, dejando reposar por 2 horas a temperatura ambiente e incubando a 37° C
por 24 horas. Posteriormente se realizaron recuentos bacterianos, observando que no hay
diferencias significativas entre el grupo permeabilizado y el grupo control de infeccién
(huevos no permeabilizados), lo que determiné que Hipoclorito de sodio en concentracion

0,00825%, no genera efecto bactericida.

Si bien se ha descrito que la cuticula resulta facilmente extraible
(permeabilizacién) sumergiendo los huevos enteros en una solucién al 5% de EDTA por
90 min. 0, en una solucion al 0,25% de Hipoclorito de sodio a 40° C por cinco minutos
(Arias et al., 2007), la permeabilizacion no ha sido empleada en los modelos de infeccion
in ovo existentes de tal forma de optimizar la penetracion bacteriana ni tampoco se ha

determinado el posible efecto bactericida sobre Salmonella u otro patégeno (Schoeni et
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al., 1995; Miyamoto et al., 1998; Himathongkham et al., 1999; Chen et al., 2002; De Reu

et al., 2006; Messens et al., 2005b ; Messens et al., 2006).

Este trabajo pretendié generar un modelo de infeccion in ovo con S. Enteritidis
mediante la via de inmersién, implementando al menos un protocolo quimico que logre la
permeabilizacion o extraccion de la cuticula, sin generar dafio estructural en la cascara
del huevo, ni poseer actividad bactericida sobre S. Enteritidis. Ademas, se evalué el efecto

de la temperatura, como una posible forma de permeabilizacién en los huevos.

23



HIPOTESIS

La capacidad de ingreso de S. Enteritidis al interior del huevo se logra aumentar mediante

la permeabilizacion quimica de la cdscara, siendo la temperatura un factor facilitador.

OBJETIVO GENERAL

Optimizar el modelo de infeccidbn bacteriana in ovo por inmersibn en huevos

comerciales de gallinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar un protocolo para permeabilizar la cascara de huevos comerciales de

gallina, mediante reactivos quimicos y temperatura.

2. Determinar la accién bactericida sobre S. Enteritidis de los productos

permeabilizantes.

3. Cuantificar el ingreso de S. Enteritidis en el contenido de huevos permeabilizados

y contaminados por inmersion.
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MATERIAL Y METODOS

1. Financiamiento

El presente estudio se efectud bajo el financiamiento del proyecto Fondecyt N°
1080291 “Control de Salmonella Enteritidis en avicultura: bacteri6fagos en aves de
postura y alimentos derivados de la industria avicola”. Fue realizado en el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Medicina Preventiva Animal perteneciente a la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.

2. Huevos

Se trabaj6 con huevos comerciales para consumo de 24 horas desde su
ovipostura, los cuales fueron obtenidos desde un plantel de la Regiébn Metropolitana
(Empresa Codipra S.A), que informé vacunar periédicamente a sus gallinas contra
Salmonella. Se utilizaron huevos intactos, visualizando mediante un ovoscopio aquellos
huevos trizados o rotos para su descarte. Posteriormente las unidades seleccionadas
fueron mantenidas en refrigeracién (4-8 °C) por un maximo de 24 horas, antes de aplicar

cada método de permeabilizacion.

3. Cepa Bacteriana

Se utilizé una cepa nativa de S. Enteritidis de origen aviar, la cual fue donada por
el Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Posteriormente,
en el Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso, se seleccion6 una cepa mutante espontanea con resistencia al
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Acido Nalidixico (nal) y Rifampicina (rif). La cepa recibié nueve pasajes en pollos para

exacerbar su virulencia.

El inéculo de S. Enteritidis naf' rif' fue preparado cultivando la cepa en un matraz
con 500 mL de agua peptonada fosfatada (APF, Oxoid®) el cual fue puesto sobre un
agitador orbital (Thermolyne®) y dejado en incubacién a 37°C durante toda la noche.
Posteriormente se realizé la dilucion del in6culo en razén 1:15 en agua destilada estéril.
La suspension bacteriana de inmersion (indculo total diluido) fue utilizada el mismo dia
para la contaminacion de los huevos. Para corroborar la concentracion de la suspension
bacteriana de inmersion se realiz6 un recuento (UFC/mL) con 9 diluciones al décimo en
suero fisiolégico, a partir del in6culo total diluido. Posteriormente de cada dilucién fueron
extraidos 100 pL para ser sembrados por extension sobre placas de agar XLD (Difco®)
adicionado con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/ml de cada uno, Arlab®) e

incubados a 37°C por 24 horas.

4. Permeabilizacion de huevos

Antes de iniciar la permeabilizaciéon, se considerd un grupo control de 20 huevos, los
cuales no recibieron permeabilizacion de ningun tipo, de tal manera de corroborar la
impermeabilizacion natural de la cascara de los huevos. Para ello, los huevos fueron
puestos en inmersion en una solucién de fucsina basica (Difco®; 94% de pureza) en
concentracion 1 gramo/Litro de agua destilada. Pasado este tiempo, los huevos fueron
lavados con agua potable, dejados secar por 10 minutos a temperatura ambiente, y luego
vaciados de su contenido, para visualizar la ocurrencia de penetracion de colorante en el

interior de la cascara del huevo.
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4.1. Reactivos quimicos permeabilizantes

Se analizé la capacidad permeabilizante de dos reactivos, cada uno en diferentes

concentraciones, basandose en los protocolos descritos por Wellman-Labadie et al., 2008.

= Urea con Tris-HCI (pH: 7,5): Se prepard una solucién de Tris-HCI de 50 mM (miliMoles)
con 6,04 gramos de base Tris (Merck®), disueltos en 1 litro de agua destilada. A esta
solucién se le ajustdé su pH a 7,5 mediante la adicion de HCI al 37% (Merck®).
Posteriormente, a la solucion de Tris-HCI se le adiciond el reactivo Urea (Merck®) en
cantidad variable, segun las molaridades deseadas: 1M, 0,5M, 0,1M, 0,05M, 0,025M,

0,0125M y 0,00625M (Anexo 1).

= Hipoclorito de Sodio (NaClO): Se utiliz6 Cloro comercial al 5% (Clorinda®), el cual fue
disuelto en 1 litro de agua destilada, en cantidad necesaria para generar las siguientes
concentraciones teéricas: 0,00825%, 0,004125%, 0,0020625%, 0,0010313% vV

0,0005157% (Anexo 2).

4.1.1 Método de permeabilizaciéon quimica

Para determinar la actividad permeabilizante de ambos reactivos, se formaron grupos
de huevos, de 20 unidades cada uno, para cada concentracion analizada (7
concentraciones de Urea y 5 concentraciones de NaClO). Previo a su uso, los huevos
fueron llevados y mantenidos en una estufa a 37° C por cuatro horas. Luego de este
tiempo, cada grupo de huevos fue colocado por un periodo de 30 minutos en inmersion
con el reactivo permeabilizante en solucion fria (refrigerada por 12 horas a 4-8 °C).
Posteriormente, los huevos fueron lavados con agua potable, y dejados secar a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. Una vez secos, se colocaron en inmersion por
90 minutos en una solucién de fucsina basica (Difco®; 94% de pureza) de concentracion 1
gramo/Litro de agua destilada. Terminado el tiempo de inmersién, los huevos se lavaron
rapidamente y se vacio su contenido a través de la abertura de la camara de aire,
visualizandose en el interior de la céscara el ingreso del colorante (manchas de color
fucsia). Para determinar el reactivo quimico que origin6 mayor permeabilizacion, se
procedié a contar las manchas presentes en las paredes de la cascara, asignando

arbitrariamente cruces segun el numero contado (Tabla 1 y Fotografia 1).

Tabla 1. Clasificacién del ingreso de fucsina al huevo permeabilizado, segun escala de

cruces.

NUumero de manchas de fucsina

(Nivel)
+ < 20 (Bajo)
i 220 a <40 (Medio)
+++ 240 (Alto)

Fotografia 1. Ingreso de fucsina a los huevos, segun escala de cruces

A: Huevo clasificado con (+); B: Huevo clasificado con (++); C: Huevo clasificado con

(+++).
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Para contabilizar de forma mas objetiva el nUmero de manchas de colorante presentes
en el interior de la cascara del huevo, se utilizé el programa Melanie Viewer 7.0 (Biology
Software Net, 2003), el cual es un software que permite la graficacion digital en dos
dimensiones. En la totalidad de los huevos experimentales, se seleccion6 de forma
arbitraria, la zona del fondo de la cascara de cada huevo para la graficacion digital

(Fotografias 2 y 3).

N
Fotografia 2: Area seleccionada del huevo Fotografia 3: Imagen digital en Melanie
para andlisis con programa M. Viewer 7.0 Viewer (Las flechas indican “peaks” de

ingreso de colorante)

Segun numero de manchas y programa Melanie Viewer 7.0 se selecciond el reactivo

quimico que logré la mayor permeabilizacion de los huevos.

Finalmente, se midi6 el espesor de cascara de todos los huevos mediante un
micrometro digital (Mitutoyo®), realizando tres medidas milimétricas en distintas zonas de
la porcion media del huevo, con las cuales se obtuvo un promedio. El objetivo fue conocer

la variabilidad de este factor (Fotografia 4).
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Fotografia 4: Medicion del espesor de la cascara

de un huevo a través del Micrometro digital.

4.1.2 Evaluacion del efecto bactericida residual del permeabilizante quimico

seleccionado

Un grupo de 90 huevos fueron permeabilizados, siguiendo el método seleccionado
previamente (punto 4.1.1). Luego de ser permeabilizados, fueron dejados en inmersion
por cuatro horas a temperatura ambiente en una suspension fria con S. Enteritidis naf' rif'
en concentracion conocida (Farfan, 2010). Posteriormente, los huevos fueron
desinfectados por cinco segundos en Etanol al 70% (Gast y Holt, 2001) para evitar que S.
Enteritidis naf' rif’ continuara penetrando al interior del huevo. Los huevos desinfectados
fueron puestos de forma aséptica en portahuevos de cartdén (30 huevos cada uno) por 24
horas a 37° C. Para evitar cualquier posible contaminacién del laboratorio e incubadora,
los portahuevos fueron sellados individualmente con una bolsa de nylon limpia, en la cual
se identific6 el nombre del grupo y fecha. Luego de la incubacion, fueron abiertos de
manera aséptica: se tomo el huevo con guantes y se quebré en el borde de un vaso
precipitado estéril (Gast y Holt, 2001), recolectando las muestras del contenido de cada
huevo (albumina y yema), en bolsas plasticas para Stomacher (Whirl Park, Nasco®). Las
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muestras fueron pesadas, y se les afadié caldo Rappaport Vassiliadis (RV, Difco®), en
razén de 1:3, para posteriormente ser homogeneizadas individualmente por 180 segundos
en un equipo Masticador (Instruments®). Finalmente con las muestras homogeneizadas,
se realizo el estudio de bacteriologia cualitativa (porcentaje de huevos contaminados) y

cuantitativa (recuento bacteriano).

Se consideré ademas un grupo control de 90 huevos, los cuales a diferencia del
grupo permeabilizado con reactivo quimico, fueron sometidos a permeabilizaciéon con un
método abrasivo - no invasivo (Fotografia 5), mediante el uso de una esponja de fibra
aspera (Scotch-Brite®). Luego de la permeabilizacién abrasiva, los huevos fueron

sometidos al mismo protocolo descrito para los huevos permeabilizados quimicamente.

Fotografia 5: Permeabilizacion de un huevo

mediante método abrasivo con esponja

4.2 Método de permeabilizacién por Temperatura

Se trabajé con dos grupos de huevos de 40 unidades cada uno. En el primer grupo
(R), los huevos fueron refrigerados (4-8 °C) por 12 horas, y luego siguiendo el protocolo
descrito en el punto 4.1.1, fueron puestos en inmersion en una solucién de fucsina fria
por un tiempo de 90 minutos, sin precalentamiento previo ni permeabilizacion quimica.
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En el segundo grupo (C), los huevos fueron calentados a 37° C por 4 horas, y
trascurrido este tiempo, fueron colocados en inmersién en una solucién de fucsina fria por
90 minutos. Este grupo también sigui6é el mismo protocolo descrito en el punto 4.1.1, pero

sin permeabilizacién quimica.

Al igual que a los huevos permeabilizados quimicamente, se les midio el espesor de

las cascaras mediante un micrémetro digital (Mitutoyo®).

5. Bacteriologia: Fue realizada en base a las pautas de Murray y Barton (1993).

Bacteriologia Cualitativa: Las 180 muestras totales, una vez pesadas y
adicionadas con caldo RV en razén 1:3, fueron homogeneizadas e incubadas a 37° C por
72 horas. A las 48 y 72 horas de incubacion, las muestras fueron sembradas sobre placas
de agar XLD (Difco®) adicionado con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 ug/ml de cada
uno, Arlab®) e incubadas a 37° C durante 24 horas. Luego se determiné la presencia de
colonias sospechosas a S. Enteritidis (centro negro y halo transparente) las cuales fueron
corroboradas mediante prueba de aglutinacién con suero anti-Salmonella grupo D1

(Difco®).

Bacteriologia Cuantitativa: Para el recuento de la cepa desafio presente en las
muestras de huevo, se extrajo 1 mL de los homogeneizados en caldo RV incubado por 15
horas y luego se realizaron cuatro diluciones al centésimo, en APF (Oxoid®). De cada
diluciéon se obtuvieron 100 pL, los cuales fueron sembrados por extensién con asas de
Digralsky, en placas de agar XLD (Difco®) adicionado con Acido Nalidixico y Rifampicina

(20 ug/ml de cada uno, Arlab®). Las placas fueron incubadas por 24 horas a 37° C para
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luego realizar la lectura del recuento de colonias (UFC), tanto en los huevos del grupo

control, como en los huevos del grupo permeabilizado con reactivo quimico.

6. Analisis Estadistico

Para determinar el efecto bactericida del reactivo quimico seleccionado para la
permeabilizacién de los huevos, los resultados de la bacteriologia cualitativa fueron
expresados como proporciones de positividad entre ambos grupos experimentales, y las
diferencias entre éstos, fueron evaluadas mediante una prueba de independencia con X*
(InfoStat, 2004).

Los resultados de la bacteriologia cuantitativa (recuentos), fueron expresados
como unidades logaritmicas (logiy,) Yy las diferencias entre ambos grupos fueron
analizadas mediante un andlisis de varianza (ANDEVA) (InfoStat, 2004). Para este
andlisis, se consider6 que toda muestra negativa a la bacteriologia cuantitativa y
cualitativa tiene un valor cero, mientras que toda muestra negativa a la bacteriologia

cuantitativa pero positiva a la cualitativa, tiene un valor uno.

7. Normas de Bioseguridad

Este estudio se realizé bajo las normas recomendadas por el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) para el nivel 2 de bioseguridad para agentes de
riesgo moderado, correspondiente a Salmonella no Typhi (Richmond y McKinney, 1999).

Dentro de las normas implementadas se utilizé vestimenta desechable (mascarilla,
mangas y guantes), delantal, mecheros y gabinete de bioseguridad IIA (Heal Force®). La
desinfeccion del area de trabajo se realizd con alcohol yodado y cloro (5000 ppm) y los
residuos organicos fueron incinerados o autoclavados, segun correspondia.
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RESULTADOS

Previo a la seleccion de un protocolo para la permeabilizacién de los huevos del
estudio, se evallo la capacidad de penetracion natural del colorante, en un grupo de
huevos no permeabilizados (20 huevos). Los resultados obtenidos indicaron ingreso de
colorante en el 5% de los huevos analizados (1/20 huevos), mientras que el 95% restante

(19/20 huevos) no permitieron la entrada de colorante (Fotografia 6).

Fotografia 6. Ingreso de fucsina en huevos no permeabilizados.

(La flecha indica el huevo con ingreso de colorante)

Cabe sefalar que el huevo positivo al ingreso de fucsina mostré bajo nivel (menos
de 20 manchas), segun la clasificacion de ingreso de colorante, detallada previamente en

la tabla 1.

De los protocolos realizados en base a Urea con Tris-HCI, se seleccion6 como

mejor protocolo el de concentracion 0,025 M (1,5 gramos de Urea en 1 litro de solucién
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Tris-HCI), puesto que permitié el ingreso de colorante en el 100% de los huevos utilizados
ademas de poseer la menor concentracién capaz de mantener un abundante ingreso de
colorante en los huevos. Los resultados obtenidos en los 7 protocolos realizados, se

resumen en el gréfico 1.

Gréfico 1. Porcentaje de huevos permeabilizados y nivel de penetraciéon de fucsina en el

interior de la cascara de huevo, segln la concentracién de Urea con Tris/HCI (Molar)
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100 100 100 90 90 80 65
o 90% +— —
=
S 80% +— —
o
S 70% +— —
(O]
S 60% —
o
0
D 50% +— T (444)
=
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> 20% +—
>
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X 0% . .
1M 0,5M 0,1M 0,05M 0,025M 0,0125M 0,00625M
Concentraciones de Urea (M: Molar)

(+++) = Nivel Alto (mas de 40); (++) = Nivel Medio (mas de 20 y menos de 40); (+) = Nivel

Bajo (menos de 20).

Como se observa en el gréfico 1, todas las concentraciones realizadas lograron
permeabilizar el 100% de los huevos, sin embargo se observaron diferencias en el nivel
de ingreso del colorante. Es asi como concentraciones mayores o iguales a 0,025M

mostraron una elevada entrada de colorante, con mas del 90% de los huevos clasificados
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en alto nivel (+++), sin embargo con concentraciones menores, el nivel de ingreso de
colorante en los huevos fue disminuyendo.

En cuanto a la serie de protocolos (5 protocolos) realizados con el reactivo
Hipoclorito de Sodio en distintas concentraciones, el mejor protocolo fue el de
concentracién 0,0010313%, puesto que permeabilizd el 100% de los huevos sometidos al
ensayo. Ademas, resulté ser la menor concentracion capaz de mantener un abundante
ingreso de colorante al interior de los huevos. Los resultados obtenidos se resumen en el

gréfico 2.

Gréfico 2. Porcentaje de huevos permeabilizados y nivel de penetracién de fucsina en el

interior de la cdscara, segun la concentracion de Hipoclorito de Sodio (%).
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Como se observa en el grafico 2, todas las concentraciones lograron permeabilizar
el 100% de los huevos, sin embargo se aprecian diferencias en el nivel de ingreso del
colorante. Es asi como concentraciones mayores o iguales a 0,0010313% mostraron un
alto ingreso de colorante, con mas del 90% de los huevos clasificados en alto nivel (+++),
mientras que con concentraciones menores disminuyd la intensidad de ingreso de

colorante en los huevos.

Tanto el protocolo de Urea con Tris/HCI 0,025M como el protocolo de Hipoclorito
de Sodio 0,0010313% demostraron permeabilizar el 100% de los huevos, con niveles
equivalentes de penetracion de colorante. Finalmente se seleccioné Urea con Tris/HCI
0,025 M, como el unico protocolo de permeabilizacion del estudio, ya que a pesar de no
poseer ventajas comparativas respecto del otro en términos de permeabilizacién, un
estudio previo demostré que la concentracion de Hipoclorito de Sodio al 0,00825% no
genera efecto bactericida sobre S. Enteritidis al interior de los huevos tratados (Farfan,
2010), por lo tanto, resulté de mayor relevancia evaluar el efecto bactericida residual del

protocolo con Urea seleccionado.

A continuacién se detallan los valores de grosor promedio de las cascaras de

huevos (20 huevos por protocolo) por ensayo realizado (Tabla 2 y 3).
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Tabla 2. Grosor promedio y Nivel de ingreso de colorante en las cascaras de huevos

permeabilizadas con distintas concentraciones de Urea-Tris/HCI.

Concentraciones Grosor promedio Nivel de ingreso de

Urea-Tris/HCL (M) de cascara de huevo colorante
1M 0,353 mm 100%(alto)
0,5M 0,351 mm 100%(alto)
0,1M 0,600 mm 100%(alto)
0,05 M 0,595 mm 90%(alto)
0,025 M 0,574 mm 90%(alto)
0,0125 M 0,567 mm 80%(alto)
0,00625 M 0,581 mm 65%(alto)

M: Molaridad; mm: milimetros

Tabla 3. Grosor promedio y Nivel de ingreso de colorante en las cascaras de huevos

permeabilizadas con distintas concentraciones de Hipoclorito de Sodio (NaClO).

Concentraciones Grosor promedio Nivel de ingreso de
NaClO (%) de cdscara de huevo colorante
0,00825% 0,551 mm 95%(alto)
0,004125% 0,576 mm 95%(alto)
0,0020625% 0,579 mm 95%(alto)
0,0010313% 0,579 mm 90%(alto)
0,0005157% 0,564 mm 90%(alto)

(%): porcentaje; mm: milimetros

En la Tabla 2, se muestra por ejemplo que las concentraciones de Urea-Tris/HCI
1My Urea-Tris/HCI 0,1M presentan diferencias claras en sus promedios de grosor (0,353
mm y 0,600 mm respectivamente), sin embargo poseen el mismo porcentaje de nivel de
ingreso de colorante (100%). Del mismo modo en la Tabla 3, se evidencian distintos
valores de grosor promedio con el mismo porcentaje de nivel de ingreso de colorante.
Debido a ello, no fue posible establecer una relacién entre el grosor promedio de las

cascaras de huevo y el porcentaje de ingreso de colorante, por lo tanto, pareciera ser que
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el factor grosor promedio de la cascara de huevo no seria determinante en una mayor

entrada de colorante al interior de los huevos.

Los resultados de la bacteriologia cualitativa (% de contaminacién) y cuantitativa

(UFC/mL) se resumen, en el Tabla N° 4.

Tabla N° 4. Huevos contaminados (%) y recuentos bacterianos (log;o UFC/mL) en huevos
comerciales, permeabilizados con Urea-Tris/HCI en concentracion 0,025M vy

contaminados experimentalmente con S. Enteritidis.

Recuento Recuentos

Grupos N° de Porcen_taje _d,e prome(Ijlo de minimos y
Experimentales hUEvos contaminacion S.E. (Iog1o méaximos de
con S.E. UFC/mL) + S.E. (logg

D.E.* UFC)
Huevos Control** 87 98,85%°? 8,952 + 2 45 1,00 -11,52
Huevos

Permeabilizados 87 63,21%" 4,32° + 4,37 1,00 -10,16

*D.E.: desviacion estandar
**Huevos permeabilizados con método abrasivo.
ay b: Letras distintas sefialan diferencias estadisticamente significativas (p < 0, 05).

En relacién a la bacteriologia cualitativa, en el Grupo Control, de un total de 87
huevos, 86 fueron positivos y uno resulté negativo a la infeccion con S. Enteritidis (98,85%
de positividad). En el Grupo de huevos Permeabilizados, de un total de 87 huevos, 55
fueron positivos y 43 huevos resultaron negativos a la infeccion con S. Enteritidis (63,21%

de positividad). Las diferencias de proporciones entre ambos grupos fueron

estadisticamente significativas (p < 0,05).
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En relacién a los recuentos bacterianos, al comparar las medias aritméticas del
grupo control y del grupo de huevos permeabilizados, se determinaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05), (Tabla N°4), lo que significaria que hubo un
efecto bactericida en el grupo de huevos permeabilizados quimicamente. Es importante
sefalar que en el grupo control, en 2 de las 86 muestras positivas a la bacteriologia
cualitativa no se observo crecimiento bacteriano en ninguna dilucién. Del mismo modo, en
el grupo permeabilizado, 9 de las 55 muestras positivas a la bacteriologia cualitativa

fueron negativas a la bacteriologia cuantitativa.

El efecto de aplicar distintas temperaturas para lograr permeabilizacion en huevos,

se observa en el gréfico 3.

Gréfico 3. Porcentaje de huevos permeabilizados segin temperatura de almacenaje.

100% 95%
90%
80%
70%
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20% 12,50%

Grupo C Grupo R
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%de huevos permeabilizados

0%

(C): Grupo de huevos calentados a 37°C previo a la inmersion en colorante frio (4-8°C);
(R): Grupo de huevos refrigerados a 4-8°C previo a la inmersion en colorante frio (4-8°C).
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En los huevos refrigerados (R), el colorante logré penetrar sélo el 12,5% del total
de huevos, del cual 2,5% tuvo nivel de ingreso alto; 2,5% nivel de ingreso medio y el 7,5%

restante un nivel de ingreso bajo.
Por otro lado, en el grupo de huevos calentados (C), el colorante logré penetrar al
95% del total de huevos. De este porcentaje, 75% tuvo nivel de ingreso alto; 15% nivel de

ingreso medio y el 5% restante un nivel de ingreso bajo.

Los resultados de ambos grupos fueron comparados a través de la prueba X2,

observandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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DISCUSION

En la presente investigacion, para optimizar el modelo de infeccién bacteriana in
ovo por inmersion, se decidi6 usar huevos de pocas horas de ovipuestos (de
aproximadamente 48 horas), de tal modo de garantizar una buena calidad de cuticula y
con ello permitir que los protocolos de permeabilizacion fueran efectivos por si mismos.
Esto fue sefalado por Mayes y Takeballi (1983), quienes concluyeron que a medida que
el huevo envejece, la cuticula se deshidrata, lo que podria generar un aumento en el
namero de poros expuestos en la cascara (citado por Messens et al., 2005a). Por otro
lado, en los estudios internacionales de infeccidn in ovo, siempre se usan huevos frescos,
con tiempos que oscilan entre uno a tres dias desde que son ovipuestos (Schoeni et al.,
1995; Miyamoto et al., 1998; Chen et al., 2002; De Reu et al., 2006; Messens et al., 2006).
Para evaluar de alguna manera la presencia de cuticulas de buena calidad en los huevos
adquiridos, se comprob6 en un grupo de huevos no permeabilizados, que el colorante no
pudiera penetrar en forma pasiva; asi, el 95% de ellos no mostr6 ingreso de fucsina hacia
el interior de la cascara, lo que garantiza la existencia de cuticulas intactas y funcionales

en los huevos utilizados.

La extraccion de la cuticula de los huevos mediante permeabilizacion, busca
optimizar la entrada de S. Enteritidis a través de las cdscaras intactas, debido a que esta
capa glicoproteica no sélo actia como una barrera fisica, que impide la entrada de
microorganismos a través de los poros de la cascara del huevo, sino que también posee
componentes quimicos, que pueden interactuar con los microorganismos al momento de
la infeccion. Esto fue demostrado por Wellman-Labadie et al., (2008), quienes realizaron
un estudio de deteccion de las proteinas presentes en cuticula y superficie externa de la
cascara del huevo, indicando que en todos los extractos obtenidos hubo presencia de
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Lisozima tipo C, Ovotransferrina y Ovocalixina-32, todas proteinas con reconocidas

propiedades antimicrobianas.

La efectividad de los reactivos permeabilizantes, fue medida exclusivamente por el
ingreso del colorante al interior de las cascaras, y por lo tanto, su visualizacion debi6 ser
lo més objetiva posible. De los métodos utilizados para ello, el programa computacional
Melanie Viewer 7.0 fue una herramienta de facil manejo, que facilitd el recuento de
manchas mediante la graficacion en relieve de cada una de ellas, permitiendo generar un
registro digital del &rea seleccionada de cada huevo. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que existen alrededor de 10.000 — 14.000 poros en la cascara de un huevo, siendo
mas abundantes en el extremo romo, por lo tanto, la zona seleccionada podria llegar a
tener hasta 400 o 500 manchas (Bruce y Drysdale, 1994). Esto Ultimo implica tomar un
tiempo considerable para la realizacion de los recuentos, sin embargo, podria ser una
alternativa para estimar el grado de porosidad de alguna zona determinada de la cascara
del huevo. El segundo método de visualizacion utilizado fue la simple observaciéon de
manchas en el interior de las cascaras, con lo cual se clasific6 en forma directa el grado
de permeabilizacién de los huevos, segun niveles de ingreso del colorante (alto, medio,
bajo). Ambos métodos permitieron seleccionar de manera concordante el mejor protocolo
de permeabilizacion, sin embargo, la visualizacién simple constituy6 la forma mas rapida y

sencilla de cumplir con dicho objetivo.

La seleccidon de los reactivos Urea e Hipoclorito de Sodio para permeabilizar la
cascara de los huevos sin generar efecto bactericida residual, se baso en los estudios de
Wellman-Labadie et al., (2008) y Farfan (2010). En el presente estudio, si bien ambos
reactivos lograron permeabilizar el 100% de los huevos, con niveles equivalentes de
penetracion de colorante (90% con nivel alto), se decidioé continuar el estudio con Urea-
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Tris/HCI en concentracion 0,025 M, puesto que Farfan (2010) determind que Hipoclorito
de Sodio en concentracién 0,00825%, no presentaba efecto bactericida sobre un cultivo
de S. Enteritidis. Por otro lado, no hay estudios publicados que describan un posible

efecto bactericida residual de la Urea en bajas concentraciones sobre S. Enteritidis.

Adicionalmente, en todos los grupos experimentales usados para la seleccién del
reactivo permeabilizante, se midié de forma individual el espesor promedio de la cascara,
con el fin de observar una posible relacion con el ingreso de colorante. Los resultados
parecen indicar que no hay relacion entre ambos factores, situacion comprobada por
Messens et al., (2005b) y De Reu et al., (2006), los cuales realizaron infeccién de huevos
con S. Enteritidis, sin evidenciar influencia del espesor de la cascara sobre la penetracion

bacteriana.

Los resultados obtenidos desde la bacteriologia cualitativa, sefialaron que el
método abrasivo fue mas eficiente, ya que logr6 un mayor porcentaje de huevos
contaminados (98,85%), comparado con el porcentaje logrado por la permeabilizacién con
Urea (63,21%). La menor eficiencia del método quimico podria ser explicada parcialmente
en base a los diferenciales de temperatura generados dentro de cada grupo, ya que en el
grupo Control, se gener6 un diferencial térmico marcado, a diferencia del grupo
permeabilizado con Urea, en el cual, la variacion de temperatura fue menor. El diferencial
térmico adquiere importancia, si se considera que un huevo, cuando se encuentra
expuesto a un medio ambiente mas frio que la temperatura del cuerpo de la gallina
(promedio 42°C), desarrolla una presion negativa en su interior, lo que permite a las
bacterias migrar mas facilmente a través de la cascara y membranas (Gantois et al.,

2009).
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Es importante mencionar que la técnica abrasiva, si bien logr6 una mayor
permeabilizacién de la cascara, requirié de un tiempo mayor de realizaciéon comparado
con el tratamiento quimico, lo cual es importante de considerar cuando se trabaja con
gran cantidad de muestras. Ademas, se debe tener en cuenta que esta técnica resultara
efectiva, siempre y cuando se realice de forma pareja y sistematica en cada superficie de

los huevos.

En relacion al efecto de la Urea, el estudio desarrollado por McDonald y Weinstein
(1946), sefala que puede generar efecto bactericida sobre algunas cepas bacterianas
suspendidas en un medio liquido, segln la concentracién utilizada. Es asi como una
concentracion de Urea al 12% (Urea 2 M) logré inhibir fuertemente el crecimiento de E.
coli, en un periodo de 8 a 10 horas, situacién que se repitié en sélo 3 horas al utilizar una
concentracion al 20% (Urea 3,3 M). Concentraciones de Urea al 2% (0,33 M) y al 4%
(0,66 M) generaron un efecto bactericida leve sobre E. coli. Por otro lado, se observé un
leve efecto bactericida sobre S. aureus, cuando fue expuesto a una soluciéon de Urea al
12%. Los autores concluyeron que bacterias Gram-negativas como E. coli son mas
susceptibles al efecto de la Urea que bacterias Gram-positivas como S. aureus. Por otro
lado, la concentracién del in6culo bacteriano también mostré importancia, ya que con
indculos mas concentrados el efecto bactericida observado fue menor. Por Ultimo, este
estudio sugiere tres posibilidades que explicarian los efectos antibacterianos de la Urea: i)
alteracion del pH del medio que impediria la sobrevivencia de la bacteria, ii) cambios en la
presiobn osmética que provocarian una hipertonicidad no tolerada por la bacteria vy iii) la

inhibicion de algunos sistemas enzimaticos esenciales para las bacterias.

En el presente estudio, los resultados del efecto bactericida indicaron que la Urea
tuvo un efecto residual (p < 0,05) sobre la cepa desafio, lo que indica que no deberia
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utilizarse en la concentracion 0,025 M para el modelo de contaminacion experimental in
ovo. Estos resultados no eran esperados, puesto que si bien, uno de los escasos estudios
publicados en la literatura respecto al tema (McDonald y Weinstein, 1946) describe que la
Urea tiene efecto bactericida sobre ciertas cepas bacterianas, tales como E. coli, las
condiciones experimentales en las cuales se desarrollé dicho experimento (cepas
bacterianas, tiempos de accion del reactivo, medios de dilucion y concentraciones del
reactivo) fueron muy distintas, y no permiten extrapolar sus resultados hacia el presente
estudio. Cabe destacar que no hay estudios publicados en la literatura que hagan
referencia al efecto bactericida de este reactivo sobre cepas de Salmonella, por lo tanto,

estos resultados podrian ser el punto de partida de futuras investigaciones al respecto.

Las muestras del estudio que resultaron positivas a la bacteriologia cualitativa pero
negativas a la bacteriologia cuantitativa (2 en el grupo control y 9 en el grupo
permeabilizado), se explicarian debido a que al realizar la bacteriologia cuantitativa,
dichas muestras no poseian aun un namero de bacterias detectables por la sensibilidad
de técnica de cultivo (10° UFC/mL), y por lo tanto, cuando se realizé la bacteriologia
cualitativa a las 48 y 72 horas de incubacion a 37°C, las muestras resultaron positivas. Por
otro lado, el uso de una técnica con un mayor nivel de sensibilidad como la reaccién de
polimerasa en cadena (PCR) puede ser en muchos casos una alternativa a la técnica de
cultivo tradicional, sin embargo, no es posible de ser usada en este caso particular, debido
a que detecta secuencias de DNA bacteriano, el cual estara presente tanto en las

bacterias vivas como en las muertas, lo cual podria generar falsos positivos.

De forma complementaria a la permeabilizacién quimica, fue evaluado el efecto
que genera el diferencial de temperatura sobre la penetracion de colorante a través de la
cascara de un huevo intacto. Los resultados indicaron que en el grupo de huevos en los
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que no se generd un diferencial de temperatura (huevo refrigerado e inmersion fria), el
efecto de succion del colorante (12,5% de positividad) fue significativamente menor
(p < 0,05) que en el grupo de huevos tibios sometidos a inmersion fria (95% de
positividad). Estos resultados permiten suponer que el diferencial térmico es un factor
clave, que potenciaria el ingreso de Salmonella hacia el interior de los huevos frescos, lo

cual seria interesante de comprobar en futuros estudios de penetracion in ovo.

Finalmente, los resultados sugieren que el uso de la permeabilizacion con Urea-
Tris/HCI en concentracién 0,025 M cumple eficientemente con el objetivo de extraer la
cuticula, sin provocar algun dafio estructural macroscépico de la cédscara, sin embargo,
por su efecto bactericida residual en el contenido de los huevos, no seria la mejor opcion
para realizar modelos de infeccion in ovo con esta bacteria. No obstante, dadas las
ventajas que ofrece este método y a que los resultados de infeccion logrados en esta
experiencia fueron superiores a todos los obtenidos por los estudios de inmersion in ovo
descritos en la literatura (Schoeni et al., 1995; Miyamoto et al., 1998; Himathongkham et
al., 1999; Chen et al., 2002; De Reu et al., 2006; Messens et al., 2006), seria interesante
generar nuevos estudios de permeabilizacién, con concentraciones menores a la utilizada

en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

e Los reactivos Urea e Hipoclorito de Sodio lograron permeabilizar 100% de los

huevos con una eficiencia similar.

e El reactivo Urea-Tris/HCI 0,025 M fue la menor concentracion que permeabilizd
con mayor eficiencia la cascara de los huevos, respecto al resto de las seis

concentraciones analizadas.

e El uso de Urea-Tris/HCI en concentracién 0,025 M genera un efecto bactericida

residual sobre S. Enteritidis en los huevos permeabilizados por inmersién.

e La técnica abrasiva demostr6 mayor efectividad de permeabilizacion que Urea-

Tris/HCI en concentracion 0,025 M.

e El grupo de huevos calentados gener6 un mayor diferencial de temperatura que el
grupo de huevos refrigerados, provocando mayor porcentaje de permeabilizacion

en este grupo.
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ANEXO N° 1. Protocolo de permeabilizacion con reactivo Urea-Tris/HCI (M: molar)

= Revision de huevos (20 unidades por protocolo) con un ovoscopio para el descarte de
rotos y trizados.

= Precalentamiento de huevos a 37°C por 4 hrs.

= Inmersién de huevos por 30 minutos en solucién de Urea-Tris/HCI (M).

= Preparacion de reactivo: 6.04 grs de base Tris disueltos en 1 litro de agua destilada.

= Bajar pH de la solucién Tris con HCI al 37% hasta dejar en pH: 7.5

= Solucién de Urea Molar: gramos de Urea disueltos en 1 litro de solucion Tris-HCI.

La cantidad de Urea (gramos) necesaria para realizar cada concentracién se detallan a

continuacion:

1 Molar 60 gramos
0,5 Molar 30 gramos
0,1 Molar 6 gramos
0,05 Molar 3 gramos
0,025 Molar 1,5 gramos
0,0125 Molar 0,75 gramos
0,00625 Molar 0,375 gramos

= Lavado de los huevos con agua potable y secado por 10 minutos a temperatura
ambiente.

= Inmersién en solucion fria de fucsina basica (1 gramo/Litro) por 90 minutos.

= Vaciado de huevos y visualizacion de manchas de colorante presentes en la parte

interna de la cascara del huevo.
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ANEXO N° 2. Protocolo de permeabilizacion con reactivo Hipoclorito de Sodio comercial

(5%)

= Revision de huevos (20 unidades por protocolo) con un ovoscopio para el descarte de
rotos y trizados.

= Precalentamiento de huevos a 37°C por 4 hrs.

= Inmersién de huevos por 30 minutos en solucién con Hipoclorito de Sodio.

= Preparacion de reactivo: cantidad de Cloro 5% (mL) disuelta en 1 litro de agua
destilada. La cantidad de Cloro 5% (mL) necesaria para realizar cada concentracion se

detallan a continuacion:

Concentracién de NaClO (%) Cloro al 5% (mL) disueltos en 1 litro de

agua destilada

1,65 mL
0,004125% 0,825 mL
0,0020625% 0,4125 mL
0,0010313% 0,20625 mL
0,0005157% 0,103125 mL

= Lavado de los huevos con agua potable y secado por 10 minutos a temperatura
ambiente.

= Inmersién en solucion fria de fucsina basica (1 gramo/Litro) por 90 minutos.

» Vaciado de huevos y visualizacion de manchas de colorante presentes en la parte

interna de la cascara del huevo.
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