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RESUMEN

En la actualidad, Salmonella Enteritidis (SE) es considerada una de las
principales causas de toxiinfecciones alimentarias a nivel internacional, habiéndose
determinado a los huevos como uno de los vehiculos mas importantes de este patdgeno.
Por este motivo, se han estudiado diversos métodos que permitan controlar el ingreso de
SE al contenido del huevo, surgiendo la refrigeracion como una importante alternativa,
debido a que permitiria inhibir la penetracion y multiplicacién bacteriana. Sin embargo,
algunos estudios sefialan que la refrigeracion de huevos mantenidos previamente a
temperatura ambiente, favoreceria la penetracion de la bacteria a través de la cascara,
debido a que la diferencia de temperaturas genera una presion negativa en éstos,
provocando la succion de las bacterias presentes en la superficie del huevo. A partir de
estos datos, surge la inquietud de determinar el real efecto de la refrigeracion en el
control de la penetracion de SE al contenido de huevos conservados previamente a

temperatura ambiente.

Para esto se emplearon 100 huevos frescos, que fueron mantenidos durante 15
dias a temperatura ambiente (25°C; grupo A). Al cabo de este periodo, los huevos
fueron contaminados mediante la técnica de pinceladas de las cascaras, con una
concentracion bacteriana de 2,6 x10° UFC SE/ mL. Luego de la contaminacion, se
formaron dos grupos al azar de 50 unidades cada uno. Uno de ellos fue refrigerado (4-
8°C) — grupo A/R —, y el otro se mantuvo a temperatura ambiente (25°C) — grupo A/A —
, durante seis dias. Transcurridos seis dias de almacenamiento, los huevos de ambos
grupos fueron abiertos, y sus yemas y albuminas fueron separadas, para realizar analisis
bacteriolégico cualitativo (porcentaje de positividad) y cuantitativo (recuento

bacteriano).

Contrariamente a lo esperado, los resultados de la bacteriologia cualitativa del
grupo A/R, mostraron un 32% de yemas y un 12% de albuminas positivas a SE,
mientras que en el grupo A/A, un 100% de yemas y un 66% de albuminas fueron
positivas a la bacteria. Las diferencias entre ambos grupos, tanto para albiminas como

para yemas, fueron significativas (p = 0,00001). En cuanto al andlisis cuantitativo de las



yemas, solo se obtuvo resultados positivos en el grupo A/A, lograndose un recuento
promedio de 2,24 log10 UFC SE/ mL.

La obtencion de un menor nimero de muestras A/R positivas a SE, respecto a
lo ocurrido en las muestras A/A, se explicaria por la inhibicion de la multiplicacion
bacteriana ocurrida a temperatura de refrigeracion, y probablemente también por
disminucion de la penetracion bacteriana, en contraste con el favorecimiento de estas a

temperatura ambiente.

Finalmente, los resultados obtenidos permiten concluir que el exponer los
huevos a un diferencial de temperatura no afectaria la penetracion de SE a traves de la

cascara.



SUMMARY

Today, Salmonella Enteritidis (SE) is considered one of the main international
cause of food poisoning, eggs have been established as the most important vehicle for
this pathogen. For this reason, different methods to control the migration of SE into the
egg content, suggesting that refrigeration is an important alternative, because it would
allow to avoid penetration and bacterial multiplication. Nevertheless, some studies show
that refrigeration of eggs previously kept at room temperature, facilitates the bacterial
penetration through the eggshell, due to the difference in temperatures generates a
negative pressure, which would produce the suction of bacteria present in the egg
surface. Bases on this data, concern arises to determinate the real effect of refrigeration

in the control of SE’s penetration into the egg content maintained at room temperature.

For this purpose, 100 eggs were kept for 15 days at room temperature (25°C).
Once this period was over, the eggs were contaminated using a brush technique over the
shell, with a bacterial concentration of 2.6 x10° CFU SE/ ml. Then after contamination,
two groups of 50 unities each, were randomly formed. One group was refrigerated (4-
8°C) — group A/R — and the second one was kept at room temperature (25°C) — group
AJA —, for six days. After six days of storage, the eggs of both groups were opened,
album and yolk were separated, to perform a qualitative (positive percentage) and

quantitative (bacterial count) bacterial analysis.

Contrary to what was suggested, results of qualitative bacteriology of group
A/R, show that 32% of yolk and 12% of albumin samples were positive to SE, while in
group A/A, a 100% of yolk and 66% of albumin samples were positive to the bacteria.
The differences between the two groups, both albumin as yolks, were significant
(P=0.00001). Concerning the quantitative analysis of yolk, positive results were

obtained only in the A/A group reaching an average count of 2.24 log10 CFU SE/ ml.

The fact of a lower number of A/R positive samples to SE, compared to A/A
samples, can be explained by an inhibitory effect of refrigeration temperature over the
multiplication of the bacteria, and probably also because of the decrease of penetration

by the bacteria , in contrast with room temperature which has a facilitating effect.



Finally, the results show that exposing eggs to a gradient of temperature do not
affect the penetration of SE through the shell.



INTRODUCCION

En Chile, Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis (SE)
aparecio en forma epidémica en el afio 1994. A partir de ese momento este patdgeno ha
sido sefialado como una de las principales causas de toxiinfecciones alimentarias en el
pais, asociada fuertemente al consumo de productos avicolas insuficientemente
cocidos, donde los huevos y sus productos derivados, como mayonesa y merengue,

juegan un rol fundamental.

Debido a lo anterior, uno de los grandes desafios que enfrenta el sector avicola
es evitar la contaminacion del contenido del huevo con SE, sea por transmision vertical
u horizontal. En el primer caso, se han disefiado métodos que reducen el riesgo de
ingreso del patdgeno al huevo durante su formacion y en torno a la ovipostura, tal como
la vacunacién de las gallinas. Para el control del traspaso horizontal, se emplean
mecanismos como la inspeccion y eliminacion de huevos trizados, recoleccién temprana
de huevos, limpieza de los restos de heces de la superficie, lavado de la cascara y
desinfeccion con productos quimicos. Asi mismo, la refrigeracion de los huevos
constituiria un mecanismo de control de la multiplicacion de SE, y otros patégenos,
debido a que a bajas temperaturas se inhibe el crecimiento bacteriano, permitiendo de
esta forma reducir la probabilidad de contaminacién del contenido del huevo con los

posibles patdgenos presentes en la cascara.

Por este motivo, a nivel internacional, la mayoria de los reglamentos sobre la
correcta mantencion de los huevos, establecen que la refrigeracion es la forma mas
adecuada. En Chile, en cambio, las normas no son tan claras, estipulando que se deben
mantener a una “temperatura adecuada” y que se deben evitar fluctuaciones de la
temperatura ambiente, de modo de reducir el riesgo de contaminacion. Debido a esta
poca claridad en las normas, los huevos, mantenidos a temperatura ambiente en los
supermercados, son posteriormente refrigerados en la mayoria de los hogares, cambio
que podria resultar perjudicial, debido a que el diferencial de temperatura al que se
exponen podria generar una presion negativa en ellos, favoreciendo la penetracion

bacteriana.



De esta forma, parece pertinente determinar si la exposicion de los huevos a un
diferencial de temperatura (de temperatura ambiente a temperatura de refrigeracion),

podria afectar la penetracion de SE a traves de la cascara.



REVISION BIBLIOGRAFICA

. GENERALIDADES DE Salmonella Enteritidis

Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis (SE) pertenece al
género Salmonella, el cual, a su vez, es parte de la familia Enterobacteriaceae (Tindall,
2005). En cuanto a las caracteristicas del género Salmonella, estas bacterias se
reconocen por ser bacilos Gram negativos, no esporulados, anaerobios facultativos y

que se comportan como patogeno intracelular facultativo (Popoff et al., 2003).

Cabe destacar que SE es un patégeno entérico, que tiene la capacidad de
afectar tanto a humanos como animales, produciendo kjug generalmente infecciones
asintomaticas en estos ultimos seres (Uzzau et al., 2000). Respecto al cuadro clinico,
este es autolimitado, y se caracteriza por producir una enterocolitis con diarrea, fiebre y
dolor abdominal, que, generalmente, no se prolonga por mas de ocho dias (Fica et al.,
2001).

1. Salmonella Enteritidis Y ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR
ALIMENTOS

Anualmente se presentan numerosos casos de toxiinfecciones alimentarias
asociadas a SE alrededor de todo el mundo, por lo que esta bacteria constituye un
importante problema de salud publica a nivel internacional. En la Union Europea, por
ejemplo, se confirmaron cerca de 165.023 casos de salmonelosis en el 2006, de los
cuales el 62,5% fueron provocados por SE (Gantois et al., 2008), mientras que en el
2008, en una unidad militar ubicada en el centro de la ciudad de Isparta (Turquia), se
notifico un brote de salmonelosis donde se aislo SE desde 276 muestras de heces y
sangre, pertenecientes a 445 hospitalizados (Kilic et al., 2010). Por otro lado, en el
2009, se determin6 que de 1003 casos de gastroenteritis por Salmonella notificados en
el Reino Unido, en un periodo de 10 afios, el 59% de ellos fueron provocados por el
serotipo Enteritidis (Matheson et al., 2010).



En Chile, las infecciones por SE aparecieron draméaticamente en 1994. Desde
ese momento, hubo un incremento de casi tres veces en los casos registrados, en
relacion a las apariciones esporadicas de este patdgeno ocurridas histéricamente (Fica et
al., 2001). Afios mas tarde, Figueroa (2007) sefial6 que entre los afios 2001 y 2006, SE
fue la principal causa de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) en el pais,
constituyendo casi el 50% del total de cepas de Salmonella registradas en el Instituto de
Salud Publica de Chile (ISP). Asi mismo, en un estudio desarrollado por Vaquero et al.
(2011) se informa que entre los afios 2005 y 2011, del total de cepas de Salmonella spp.
aisladas, tanto de alimentos como de muestras clinicas, el 83% de ellas corresponde a
SE.

La mayoria de las toxiinfecciones provocadas por SE tienen un origen comdn:
el consumo de productos avicolas, tales como carne y huevos insuficientemente
cocidos, considerandose a estos ultimos como los principales vehiculos de dicha
infeccion (Prado et al., 2002; Figueroa, 2007; Gantois et al., 2008). Segun el analisis
realizado por Greig y Ravel (2009) entre los afios 1988 y 2007, respecto a brotes de
ETA notificados en la Unién Europea, Estados Unidos, Canada, Australia y Nueva
Zelanda, se determind que un 46,9% de estos fueron causados por Salmonella spp.,
determinandose al serotipo Enteritidis como el méas frecuente (24,1%), seguido por el
serotipo Typhimurium (6,6%). Ademas, se concluyé que la principal fuente de
diseminacion de SE fueron los huevos, adjudicandose el 43,4% de los casos, mientras

que la carne de pollo fue causal tan sélo del 9,9% de ellos.

En un estudio realizado por Alexandre et al. (2000) en la Regién
Metropolitana de Chile, se comparé la presencia de Salmonella spp. en diferentes
productos de origen avicola, concluyéndose que la carne y menudencias de ave estaban
contaminadas mas frecuentemente que los huevos (7,08% y 0,09% respectivamente).
De igual forma, en el estudio elaborado por Vaquero et al. (2011), en el que fueron
consideradas todas las regiones de Chile, se determiné que la deteccion de SE en
alimentos se concentra principalmente en la carne de ave (49%), seguida por los huevos
y ovoproductos (15%). A pesar de esto, la contaminacion de los huevos es

epidemioldgicamente mucho mas trascendental, debido a que su consumo per capita, a



nivel nacional, es bastante alto — 175 unidades/habitante/afio (ODEPA, 2008) —,
consumiendose muchas veces con un inadecuado nivel de coccion. Cabe destacar
ademas, que la presencia de un solo huevo contaminado puede comprometer toda una
preparacion alimenticia, fundamentalmente cuando ésta no es refrigerada, debido a que

a mayor temperatura se favorece la multiplicacion bacteriana (Gast et al., 2006).

1. CONTAMINACION DE LOS HUEVOS CON SE

La contaminacién de los huevos con SE puede producirse mediante dos vias
(Figura N° 1). La primera, es por medio de la penetracion de la bacteria a través de la
cascara durante o después la oviposicion (transmision horizontal). La segunda
posibilidad, es la contaminacién directa de la yema, albimina, membranas de la cascara
0 cascara antes de la oviposicion, debido a la colonizacion de los 6rganos reproductivos
(transmision vertical) (De Buck et al., 2004). Sin embargo, es imposible discriminar si
la contaminacion ocurrié durante la formacion del huevo o por penetracion a través de
la cascara (De Buck et al., 2004), por lo que no existe un consenso sobre cual de las dos
formas es mas importante. A pesar de esto, se manifiesta una mayor inclinacion hacia la

transmision vertical (Gantois et al., 2008).



Figura N° 1. Contaminacion del huevo por Salmonella spp.
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(a) Salmonella ingresa oralmente en la gallina y entra al tracto intestinal. Las bacterias que colonizan el lumen intestinal
son capaces de invadir las células epiteliales intestinales (colonizacion del intestino). Como consecuencia, células inmunes, mas
especificamente macrdfagos, son atraidos al sitio de la invasion y encierran a las bacterias Salmonella. Esto le permite a la bacteria
sobrevivir y multiplicar en el ambiente intracelular del macréfago. Estos macréfagos infectados migran a los érganos internos tales
como los 6rganos reproductivos (propagacion sistémica). Ademas de la propagacion sistémica, la bacteria puede también llegar al
oviducto a través de infecciones ascendentes desde la cloaca. (b) Una ruta de posible contaminacién del huevo es por la penetracion
de la Salmonella a través de la cascara y membranas de la cascara después de la contaminacion externa. La contaminacion de la
superficie puede ser el resultado tanto de la infeccién de la vagina o por contaminacién fecal. (c) La segunda ruta posible es por
contaminacion directa de la yema, membranas de la yema, albumina, membranas de la céscara y cascara originada por la
contaminacion del ovario, infundibulum, magnum, istmos y glandulas de la cascara, respectivamente. (d) Salmonella depositada en
la albimina y sobre la membrana vitelina es capaz de sobrevivir y crecer en el ambiente antibacterial. Ellas son también capaces de
migrar y penetrar en la membrana vitelina a fin de llegar a la yema. Después de llegar a este entorno rico pueden crecer
extensamente (Fuente: Traducido de Gantois et al., 2008).



I11. 1. Transmision vertical

La transmision vertical consiste en el paso de bacterias hacia el huevo en
formacion desde el ovario y/u oviducto previamente infectados (Gantois et al., 2008; De
Buck et al., 2004; Cox et al., 2000). La infeccion del tejido reproductivo de la gallina,
ocurre como consecuencia de la diseminacion sistémica de Salmonella desde el
intestino. La invasion de las células epiteliales intestinales, desencadena la infiltracion
de células inmunes, principalmente macréfagos, los que capturan a SE en su interior.
Debido a la capacidad de sobrevivir y replicarse en las células inmunes, las bacterias
transportadas en el interior de los macréfagos son diseminadas en el organismo del
hospedero, resultando en la colonizacion de los érganos reproductivos (Gantois et al.,
2008). Sin embargo, la presencia de infeccion sistémica no involucra, necesariamente,
la postura de huevos contaminados (Gast y Beard, 1992); es mas, en un trabajo
realizado por Gast et al., (2004), estudiaron la capacidad de SE de colonizar los érganos
reproductivos de las gallinas de postura y asi producir la contaminacién del contenido
de los huevos. Para esto, infectaron experimentalmente gallinas de postura, a través de
inoculacion oral con SE (1,5 x 10° UFC). Las aves fueron sacrificadas en los dias 7 y 21
posteriores a la infeccion, para obtener muestras de ovario y oviducto. Los resultados de
esta experiencia mostraron que, al séptimo dia post infeccion, SE se aislaba en alta
frecuencia a partir de los ovarios y oviductos (66,7%), sin embargo, en el dia 21
después de la inoculacion, el aislamiento de la bacteria desde los ovarios era
infrecuente, y nunca sobrepasé un 16,7%, mientras que no se logré su aislamiento a
partir de los oviductos. En cuanto a la contaminacion interna de los huevos, se logro
aislar SE en un promedio de 6,97% de las muestras. Esto sugiere que, ni siquiera la
presencia del patdgeno en los tejidos reproductivos garantiza que la contaminacion de
los huevos vaya a ocurrir en una alta frecuencia, incluso cuando se infecta con dosis

muy altas.

La estructura del huevo que se vea afectada por SE, dependera de la zona del
aparato reproductor que esté infectada (Figura N° 1). Asi, la contaminacion de la
albumina se produciria durante el pasaje y formacion del huevo en el oviducto, mientras
que la contaminacion de la yema se deberia a la infeccion ovarica (De Buck et al.,

2004). Por otro lado, la mayoria de los autores identifican a la albumina como el



compartimiento més frecuentemente contaminado por SE (Shivaprasad et al., 1990;
Humphrey et al., 1991; Gast y Beard, 1993), sin embargo, estudios méas recientes han
detectado una mayor incidencia de infeccion en la yema (Gast y Holt, 2000; Gast et al.,
2002).

Cabe destacar que en un estudio realizado por Keller et al. (1995), se
determiné que las gallinas infectadas ponen huevos contaminados en forma intermitente
y fluctuante en el tiempo, fendmeno que podria ser provocado por estrés, variaciones
hormonales y fluctuaciones en la proteccion inmunoldgica, entre otros factores (Holt,
1993; Holt y Gast, 2002; Holt, 2003).

I11. 2. Transmision horizontal

La transmision horizontal consiste en el paso de bacterias desde la superficie
contaminada de la cascara hacia el contenido del huevo, durante o después de la
oviposicion. Dicha contaminacion puede ser producto de la infeccion del tracto
reproductivo bajo o por la presencia de contaminacién medio ambiental, principalmente
heces (Cox et al., 2000; De Buck et al., 2004; Gantois et al., 2008). Cox et al. (2000)
describen que la forma més probable de contaminacién natural del huevo por esta ruta,
ocurre inmediatamente después de la oviposicion, producto del cambio de temperatura
al que éste se expone, desde la temperatura corporal de la gallina (42°C) a la
temperatura ambiental, en presencia de contaminacion fecal sobre la cascara; esto,
debido a que el diferencial de temperatura generado sobre el huevo, provocaria una
presion negativa que facilitaria la migracion del patogeno a través de la cascara y sus
membranas (Board, 1966; Bruce y Drysdale, 1994). No obstante, el ingreso de
patdgenos producto de contaminacion ambiental, inmediatamente después de la
ovipostura, podria ocurrir también a través de los poros o trizaduras en la cascara (De
Buck et al., 2004). De hecho, se describe que durante los primeros minutos luego de la
oviposicion, algunos poros pueden permanecer abiertos, debido a la inmadurez de la
cuticula (Gantois et al., 2008)

La principal barrera fisica que impide la penetracion bacteriana al interior del

huevo es la cascara (Figura N° 2), la cual tiene una cubierta proteica, o cuticula, que la



recubre externamente, ocluyendo los poros que ésta posee (Messens et al., 2005b). Sin
embargo, la humedad e inmadurez de la cuticula luego de los primeros minutos tras la
oviposicion, la hace menos efectiva en la prevencion de la penetracion bacteriana,
debido a que algunos poros podrian encontrarse descubiertos (Padron, 1990; Miyamoto
et al., 1998; Gantois et al., 2008). Por otro lado, las membranas de la cascara (interna y
externa) ofrecen cierto grado de proteccion contra dicha penetracion, a pesar de lo cual,
varios estudios han demostrado una rapida y profunda penetracién por parte de varias
bacterias, incluyendo Salmonella (Cox et al., 2000). De hecho, en un estudio realizado
por Himathongkham et al. (1999), en el cual infectaron huevos mediante inmersion por
cinco segundos, en un cultivo con 10° UFC/mL de SE, e incubados por 3 horas a 20°C,

lograron aislar la bacteria en el 85% de las membranas de la cascara de dichos huevos.

Figura N° 2. Representacion esquematica de las estructuras del huevo que actian como

barreras fisicas de proteccion.
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Fuente: Traducido de Gantois et al., 2008.

Ademas de las barreras fisicas, existen barreras quimicas que protegen al
huevo de la contaminacion bacteriana. Estas estan formadas por una serie de proteinas
con propiedades antibacteriales que se encuentran en su mayoria en la albumina, pero
también han sido asociadas con la cascara y las membranas de la cascara del huevo.
Algunas de estas proteinas son la lisozima, ovotransferrina y ovocalyxina—36 (Arias et
al., 2007; Gantois et al., 2008). Ademas, se reconoce que la albimina es restrictiva para
el crecimiento y sobrevivencia de microorganismos, como SE, debido al pH bésico que
posee (aproximadamente 9.0), el cual podria contribuir a la actividad bacteriostatica de

las proteinas antibacterianas (Kang et al., 2006).



Messens et al. (2005a) llevaron a cabo un estudio para determinar la capacidad
de penetracion de SE a través de la céscara. Para ello, utilizaron huevos de un dia de
postura, los cuales fueron vaciados de sus contenidos, rellenados con agar, sellados y
sumergidos durante un minuto en una solucién salina con 6,7 logiy Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) SE/ml. Posteriormente, fueron almacenados a 20°C con
60% de Humedad Relativa (HR) por 20 dias. Los resultados demostraron que existio un
39% de huevos contaminados con SE. En otro estudio realizado por De Reu et al.
(2006), utilizando una técnica similar a la descrita previamente, sumergieron huevos
durante un minuto en una solucion “Buffer” fosfato salino que contenia 10°-10°
UFC/ml. Luego, estos huevos se almacenaron por 21 dias a 20°C con 60% HR, periodo
al cabo del cual se observé que SE logré un 40% de penetracion a traves de la cascara.
Ambos estudios de inoculacion experimental demuestran una baja capacidad en la
penetracion de SE al huevo almacenado a 20°C; esto comparado con otras bacterias que
muestran mayores porcentajes de penetracion a la misma temperatura. Asi,
Pseudomonas ssp. y Alcaligenes ssp., presentan frecuencias de penetracion de 60 y 58%
respectivamente (De Reu et al., 2006). Sin embargo, Gantois et al., (2009) sugieren que
SE poseeria caracteristicas intrinsecas que le permitirian establecer una interaccion
especifica con los componentes del huevo, gracias a la presencia del gen rfbH, el cual
favoreceria su sobrevivencia, debido a que le permitiria evadir los ataques de las
moléculas antimicrobianas. Esto explicaria la gran cantidad de brotes de salmonelosis
asociados a huevos y SE, a pesar de la baja capacidad mostrada por esta bacteria para

penetrar la cascara.

En otro estudio, Messens et al. (2006) investigaron la influencia del grado de
contaminacion de la cascara del huevo en la penetracion de Salmonella Enteritidis a
través de ésta. Al analizar los resultados, los autores determinaron que contaminaciones
de la cascara mayores a 4 log;p UFC tenian un 90% de probabilidad de contaminar el
interior de los huevos, en cambio, las cascaras contaminadas con cantidades inferiores a
1 logip UFC tenian un 50% de probabilidad de ser contaminados en su interior. De esta
forma, quedo demostrado que mientras mayor es la contaminacion de la cascara al final
del periodo de almacenamiento, mayor es la probabilidad de que SE llegue al contenido

del huevo, independiente de la temperatura de almacenaje y la humedad relativa.



V. MEDIDAS PARA EL CONTROL DE Salmonella Enteritidis EN HUEVOS

Independiente de la via de ingreso de SE, los problemas que genera en salud
publica son los mismos. Es por esto, que los productores avicolas se han visto en la
necesidad de implementar mecanismos que les permitan disminuir la probabilidad de
que la bacteria llegue a la poblacién. De esta forma, se han establecido diversos planes
de control, los que se basan fundamentalmente en el aseguramiento de un entorno
productivo adecuado, a través del manejo de heces, control de roedores e insectos,

desinfeccion, entre otros.

La vacunacion de las gallinas de postura es uno de los métodos mas
especificos establecidos para el control de la contaminacién tanto de la carne como de
los huevos, antes y durante la ovipostura. De Buck et al. (2004) describen la existencia
de dos tipos de vacunas contra Salmonella: vacunas vivas y bacterinas, las cuales, si
bien han logrado reducir la contaminacion, no han sido capaces de prevenirla por
completo, especialmente cuando se enfrentan a altas dosis bacterianas (Gast, 2007; De
Buck et al., 2004). Otro mecanismo desarrollado para el control de la transmisién
vertical de SE, es el denominado “Control de colonizacion gastrointestinal”. Este
método consiste en la administracion de cultivos bacterianos definidos o indefinidos,
conocidos como probioticos. Estos probidticos ejercen su accién fundamentalmente
mediante exclusion competitiva (Gast, 2007), ocupando los receptores que

corrientemente ocupan otras bacterias, como SE.

El uso de antimicrobianos es otra de las estrategias empleadas por el
sector avicola para reducir la contaminacion de los huevos via vertical. Por mucho
tiempo se ha recurrido al uso de estas drogas para prevenir las infecciones bacterianas y
promover el crecimiento de las aves. Sin embargo, esta practica ha sido severamente
criticada debido al incremento de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos, ya que
esto podria generar importantes problemas de salud publica (Ruiz et al., 2006). Ademas,
si el periodo de resguardo no es respetado, existe el riesgo de consumir carne y huevos

gue contengan restos de los antibidticos utilizados.



Por este motivo, algunos investigadores han propuesto a los fagos como una
potencial alternativa al uso de los antimicrobianos, tanto en modelos animales — vacas
(Slanetz y Jawetz, 1941), ratones (Bogovazova et al., 1991; Biswas et al. ,2002;
Watanabe et al., 2007) — como en distintos tipos de alimentos — leche (Ellis et al.,
1973), queso ricota, budin de chocolate (Loessner et al., 1997), melones, manzanas
(Leverentz et al., 2001; Leverentz et al., 2003) y salmon (Soni y Nannapaneni, 2010) —.
En el caso de la industria avicola, la efectividad de los fagos ha sido estudiada en
gallinas y pollos infectados con SE (Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al.,
2009) y en huevos contaminados con la misma bacteria (Armijo, 2010; Farfan, 2010).
El estudio de los fagos como método de control bacteriano se debe, entre otros factores,
a que ha sido posible determinar que son inocuos sobre las células eucariotas (Greer,
2005), por lo cual no significarian un mayor riesgo para la salud publica, a diferencia de
lo que ocurre con los antibidticos. Pese a lo anterior, la aplicacion de los fagos sigue

siendo controversial.

Por otro lado, los mecanismos que se emplean para el control de la
contaminacion horizontal de los huevos con SE, tienen como finalidad minimizar el
contacto de éste con las heces de la gallina, puesto que cualquier material organico
hamedo facilita la sobrevivencia y crecimiento de Salmonella al otorgarle proteccion
fisica y nutrientes. Entre estos mecanismos se encuentran la recoleccion temprana,
limpieza de impurezas en la superficie, lavado y desinfeccién de la cascara, inspeccién
y eliminacién de huevo trizados, entre otros. Dichas técnicas no han logrado disminuir
significativamente la contaminacién de los huevos, por lo que se cree que la penetracion

ocurriria antes de llevar a cabo estos procedimientos (Gantois et al., 2008).

La refrigeracion es otra de las medidas que se han tomado en torno a la
prevencion de la penetracion de SE al huevo. Gast et al. (2006) estudiaron el efecto de
la refrigeracion en la habilidad de SE de migrar a través de la membrana vitelina. Para
ello, yemas inoculadas en su superficie se separaron en cuatro grupos. El primero de
ellos fue refrigerado inmediatamente, el segundo se almacend a 30°C por dos horas y
luego se refrigerd por 22 horas mas, el tercero se almacend a 30°C por seis horas y
posteriormente se refrigerd por 18 horas y el ultimo se almacen6 a 30°C por 24 horas.

Al finalizar el experimento observaron que en el primer grupo no hubo penetracién



bacteriana, mientras que en los otros tres se evidencid la presencia de SE en el
contenido de la yema, presentandose recuentos més altos de dicho patdgeno mientras
mas tiempo se mantuvo la muestra a 30°C. Dicha experiencia permitié concluir que la
refrigeracion inhibe de manera efectiva la penetracion y multiplicacién bacteriana,
siempre que los huevos sean enfriados lo mas rapidamente posible. De forma similar,
Hope et al. (2002), identificaron a la pronta refrigeracion de huevos frescos, como un
punto critico en la reduccion del riesgo de transmision de enfermedades desde los
huevos a los consumidores. Esto, probablemente debido a que a temperaturas inferiores
a 10°C, se preservaria tanto la integridad de los agentes antimicrobianos de la albumina
como la de la membrana vitelina (Chen et al., 2005), dificultando la penetracion y

multiplicacién del patdgeno.

Por otro lado, Sansosti et al. (2009), evaluaron el desarrollo de SE en huevos
frescos, contaminados experimentalmente con diferentes concentraciones bacterianas, y
sometidos a diferentes tiempos y temperaturas de almacenamiento. Para ello, utilizaron
90 huevos frescos, los que dividieron en dos grupos (A y B) de 45 unidades cada uno,
subdividiendo estos a su vez en tres lotes (1, 2 y 3) de 15 huevos cada uno.
Posteriormente, los huevos del lote uno de cada grupo, fueron contaminados con una
dosis “alta” de SE (107 UFC/ mL), y los del lote dos con una dosis “baja” (10°
UFC/mL). Los huevos pertenecientes al lote tres de cada grupo no fueron
contaminados, constituyendo el grupo control. A continuacion, los huevos del grupo A
fueron almacenados durante cinco horas a 37°C, y luego dejados a temperatura
ambiente (20°C) durante 45 dias, tiempo que dur6 el estudio. Por su parte, los huevos
del grupo B fueron almacenados durante todo el ensayo a temperatura ambiente (20°C).
Luego de la contaminacidn, se realizaron muestreos al azar a los 15, 25 y 45 dias de
almacenamiento, lograndose aislar SE desde yemas y albdminas solo a los 45 dias de
almacenamiento, y unicamente en los huevos pertenecientes al lote uno de cada grupo
(A y B). Estos resultados permitieron concluir que SE puede ser aislada desde el
contenido de huevos mantenidos a temperatura ambiente, pero recién a partir del dia 45
de almacenamiento, y solo cuando la dosis de contaminacion es elevada. No obstante, se
recomienda la refrigeracion de los huevos cuando el periodo de almacenamiento supera
los 25 dias, debido a que los mecanismos de defensa del huevo disminuyen cuando el

almacenamiento a temperatura ambiente es muy prolongado.



Algunos autores sugieren que el cambio de temperatura que se genera en la
ovipostura, entre la temperatura corporal de la gallina (42°C) y la ambiental, seria
responsable del paso de la contaminacion presente en la cascara hacia el interior del
huevo (Gantois et al., 2008; Cox et al., 2000). Esto se deberia a que el rapido
enfriamiento de los huevos, producto de la diferencia de temperatura entre estos y el
ambiente, generaria una presion negativa que favoreceria el paso de bacterias desde la
superficie hacia su interior; fendmeno similar al que se observaria al refrigerar huevos

que han sido mantenidos a temperatura ambiente.

En un estudio preliminar, realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Lobos, 2010),
se evaluo la aplicacién de distintas temperaturas como método de permeabilizacion de
la cascara del huevo. Para ello se colocaron huevos refrigerados (4-8°C) y huevos
calentados (37°C) en una solucion de fucsina refrigerada (4-8°C). A través de esta
experiencia fue posible observar que el diferencial de temperatura generado entre los
huevos calentados y la fucsina fria, provocé una mayor penetracién del colorante en
estos (95% de los huevos) que en los huevos refrigerados (12,5% de los huevos), lo que
permite reafirmar el hecho de que al generar un diferencial de temperatura entre el

huevo y el ambiente al que es sometido, se favorece la penetracion (Foto N° 1).

Foto N° 1. Visualizacion de la permeabilizacion de los huevos

v a3y .

A: Huevo no permeabilizado, donde no se evidencia presencia del colorante en la superficie interna de la cascara.
B: Huevo permeabilizado, donde se evidencia presencia del colorante en la superficie interna de la céscara.

(Fuente: Lobos,2010)

Por otro lado, se ha informado que Salmonella no s6lo podria sobrevivir a

temperaturas cercanas a los 5°C, sino que podria adaptarse al estrés térmico, mediante la



produccion de algunas proteinas especificas, logrando reiniciar su multiplicacion a bajas
temperaturas (Miller et al., 2000. Citado por Wesche et al., 2008).

Cabe destacar que no existen normas estandarizadas respecto a la temperatura
optima de almacenamiento de lo huevos. Por ejemplo, en Estados Unidos el plan
nacional de control de SE, exige la refrigeracion de los huevos desde que son
empacados para el consumidor final, tanto durante su trasporte como en el
almacenamiento (U.S. FDA, 2009). En Cuba, el Instituto de Nutricion e Higiene de los
Alimentos ha determinado como requisito de conservacion y transporte de huevos
enteros, que estos sean enfriados o congelados para evitar el deterioro de su contenido
(Cardona et al., 2003). Por otro lado, en Chile, la Comision Nacional de Buenas
Précticas Agricolas (2004), dentro de las normas de correcta manipulacion de dicho
producto, sefiala que los huevos se deben almacenar lejos de la luz solar directa y a una
“temperatura adecuada”, ademds de evitar las variaciones significativas en la
temperatura ambiente para asi reducir el riesgo de contaminacion. De esta forma, es
comdn que el publico refrigere los huevos en sus hogares, luego de que estos
permanecieran a temperatura ambiente en los lugares de venta, evidenciando la poca

claridad de la informacion entregada.

A partir de los datos expuestos respecto a la temperatura de almacenamiento
de los huevos, se hace evidente la necesidad de comprobar el verdadero efecto de la
refrigeracion, en relacion a la penetracion de SE en huevos comerciales mantenidos
previamente a temperatura ambiente, en comparacion con aquellos que se conservan

exclusivamente sin refrigerar.



HIPOTESIS

La diferencia de temperatura provocada en el huevo, al refrigerarlo inmediatamente
después de ser mantenido a temperatura ambiente, favorece la succion de SE desde la
superficie de la cascara, debido al efecto de presion negativa generada por el diferencial

térmico.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del cambio de temperatura sobre la penetracion de SE a través de la

cascara, en huevos comerciales previamente mantenidos a temperatura ambiente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el grado de penetracion de SE a través de la céscara, en huevos almacenados

a temperatura ambiente y posteriormente refrigerados durante seis dias.

Establecer el grado de penetracion de SE a través de la céscara, en huevos mantenidos a

temperatura ambiente, sin refrigerar.



MATERIAL Y METODOS

e Huevos

Se utilizaron 110 huevos, con 24 horas desde su ovipostura, obtenidos a partir
de gallinas comerciales de un plantel de la Region Metropolitana (Codipra S.A) que
cuenta con un programa de vacunacion contra SE. Durante el afio 2009 se trabajo al
menos con 300 huevos provenientes de dicho plantel, no habiéndose aislado Salmonella
spp. (Borie, C. 2011)'. Una vez adquiridos, los huevos se inspeccionaron con un
ovoscopio, y aquellos que presentaron trizaduras, grietas u otras imperfecciones, fueron
descartados para asi asegurar el correcto desarrollo del estudio. Todos los huevos, a su
llegada, se limpiaron con papel desechable y alcohol de 70°, y se mantuvieron en cajas
selladas, en estufa a temperatura ambiente (25°C), durante 15 dias. Se consideré un
periodo de almacenamiento de 15 dias, tomando como referencia el tiempo promedio de
permanencia de los huevos en el mercado, desde que son envasados hasta que son
comprados. Este valor se obtuvo luego de visitar cinco supermercados y revisar las

fechas correspondientes, al menos, en tres marcas distintas.

e  Cepa desafio

Se utiliz6 una cepa de Salmonella Enteritidis, aislada desde una gallina
reproductora y donada por el Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola
Ganadero. Se seleccion6 una cepa mutante espontanea con resistencia al Acido
Nalidixico (nal ") y Rifampicina (rif ") (Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso,

Instituto de Biologia, Laboratorio de genética Bacteriana, Dr. James Robeson).

! Comunicacién personal Dra. Consuelo Borie. Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.



e Preparacion y determinacion de la concentracién del indculo bacteriano

El indculo bacteriano empleado para la contaminacion de los huevos, se
obtuvo cultivando la cepa durante 24 horas en caldo comun a 37°C. Para esto, se sembro
SE rif " nal " en cuatro matraces con 75 mL de caldo comtin cada uno, los cuales fueron
colocados en un agitador (Thermolyne) durante toda la noche para favorecer el

crecimiento de la bacteria.

Para determinar la concentracion del indculo, se mezcl6 el contenido de los
cuatro matraces luego de las 24 horas de incubacion. A partir de la suspensién total, se
tomo6 un mL para realizar 12 diluciones al décimo en agua peptonada fosfatada (APF,
Oxoid ®). Desde cada dilucién se extrajeron 100 uL, los cuales fueron sembrados por
extension en placas de agar XLD (Difco™) adicionado con Acido Nalidixico y
Rifampicina (20 mg/mL, Arlab®). Estas placas fueron mantenidas a 37°C durante 24
horas. Posteriormente, se procedio al recuento de colonias, determinandose su

concentracion en unidades formadoras de colonia (UFC) / mL.

e  Modelo experimental

De los 110 huevos mantenidos a temperatura ambiente (25°C) por 15 dias, 100
fueron contaminados con SE al cabo de dicho periodo. Los 10 restantes constituyeron el
grupo control, el cual no fue contaminado y se almacené a 25°C durante toda la

experiencia.

Para llevar a cabo la contaminacion, los huevos fueron divididos
aleatoriamente en dos grupos de 50 unidades cada uno. En cada grupo, los huevos
fueron marcados con las letras A/A (ambiente/ambiente) en el caso de aquellos que
seguirian a temperatura ambiente, o con las letras A/R (ambiente/refrigerados) en el
caso de los que serian refrigerados después de la contaminacion. Dicha contaminacién
se realizé con un pincel estéril (Sansosti et al., 2009) a partir del indculo preparado.

Para evitar la contaminacion del personal, el pincelado se llevo a cabo con los huevos en



sus respectivas bandejas, las cuales fueron depositadas dentro de fuentes plasticas, y
éstas, a su vez, se colocaron sobre un meson cubierto con papel absorbente (Foto N° 2).
De esta forma, cada huevo fue pincelado cuatro veces y dejado secar a temperatura
ambiente entre cada pincelada. Finalmente, cada grupo de huevos fue colocado en cajas
selladas, dejando al grupo A/R en el refrigerador (4-8°C) y al grupo A/A a temperatura
ambiente (25°C en estufa) por un periodo de seis dias.

Transcurridos los seis dias, se procedio a la apertura de los huevos, la cual se
realizd en forma aséptica, es decir, los huevos se tomaron con guantes, se sumergieron
en alcohol de 70° durante 30 segundos, y se quebraron en un borde aguzado cubierto por
papel aluminio (Gast et al., 2004). Asi, se separaron yemas de albuminas, las cuales
fueron colocadas en bolsas individuales, estériles y herméticas (Whirl Pak, Nascog), las
que fueron numeradas correlativamente, del uno al 50, colocando igual numero en las
muestras de yema y albumina provenientes de un mismo huevo. A las albuminas se les
adiciond caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcog) en razén 1:3, y se dejaron durante 48
horas a 37°C para luego realizar bacteriologia cualitativa (Armijo, 2010). Las yemas,
por su parte, fueron incubadas sin medio de enriquecimiento durante cuatro horas a
37°C, para realizar la bacteriologia cuantitativa; el tiempo de incubacion de las yemas
fue determinado mediante ensayos previos, los que arrojaron que a las cuatro horas de
incubacion a 37°C, sin la adicion de medios de enriquecimiento, se logra un adecuado
recuento bacteriano. Posteriormente, luego de realizada la siembra para la bacteriologia
cuantitativa, las yemas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C, tiempo al cabo del
cual se les adiciond caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcog) en razon 1:3, y fueron
nuevamente incubadas durante 24 horas a 37°C para realizar la bacteriologia

cualitativa.



Foto N° 2. Contaminacion de la superficie de los huevos con la ayuda de un pincel.

e Bacteriologia cualitativa

A las 24 horas de incubacion a 37°C, las muestras de yema fueron
enriquecidas con caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcoe) en razon 1:3. Estas muestras
fueron nuevamente incubadas a 37°C por hasta 96 horas, realizando la primera siembra
a las 48 horas, y resembrando las muestras con resultados negativos a las 72 y 96 horas
de incubacion. Se trabajo con asa calibrada, colocando 50 pL de la muestra en placas de
agar XLD (Difco™) adicionado con Acido Nalidixico y Rifampicina (50 mg/mL de
agar, Arlab®). Dichas placas, luego de ser sembradas, fueron incubadas a 37°C durante
24 horas.

En cuanto a las albdminas, estas fueron incubadas a 37°C por hasta 96 horas,
realizando la primera siembra a las 48 horas, y resembrando las muestras con resultados
negativos a las 72 y 96 horas de incubacién. Para ello, se extrajeron 50 pL de cada bolsa
con asa calibrada, los que se sembraron en placas de agar XLD (Difco™) adicionado
con Acido Nalidixico y Rifampicina (50 mg/mL de agar, Arlab®). Estas placas fueron
incubadas durante 24 horas a 37°C.



e Bacteriologia cuantitativa

Al cabo de cuatro horas de incubacién a 37°C, las yemas fueron retiradas de la
estufa. De cada muestra se tom6 un mL al cual se le realizaron cuatro diluciones al
décimo en agua peptonada fosfatada (APF, Oxoid ®). De las cuatro diluciones se
extrajeron 100 pL, los cuales fueron sembrados por extension (Foto N° 3) en placas de
agar XLD (Difco™) adicionado con Acido Nalidixico y Rifampicina (50 mg/mL de
agar, Arlab®). Posteriormente, estas placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas

para realizar el recuento de colonias.

Foto N° 3. Siembra por extension con asa de Digralsky, de una muestra de yema diluida.

e  Procesamiento de huevos controles

El grupo control fue procesado de la misma forma descrita para los grupos
experimentales, pero esta vez se consideré el uso de agar XLD (Difco™) con y sin
antibidtico, para asi corroborar la ausencia de Salmonella spp. en los huevos
comerciales, y descartar la posibilidad de contaminacion al interior del laboratorio con
la cepa desafio. Las muestras fueron incubadas a 37°C por hasta 96 horas, realizando la
primera siembra a las 48 horas, y resembrando las muestras con resultados negativos a
las 72 y 96 horas de incubacién.



e Normas de bioseguridad

Este estudio se realizd bajo las normas recomendadas por el Centro de Control
y Prevencion de Enfermedades (CDC, Estados Unidos de Ameérica) para el nivel 2 de

bioseguridad, correspondiente a Salmonella no Typhi (Richmond y McKinney, 1999).

Se utiliz6 delantal y accesorios desechables (mangas y guantes). Se trabajo bajo
gabinete de bioseguridad (Heal Force ®) y/o mecheros. La desinfeccion del area de
trabajo se realiz6 con alcohol yodado y cloro comercial (1.000 ppm). Todos los residuos

organicos fueron incinerados o esterilizados en autoclave, segun correspondiese.

o Andlisis estadistico

Los resultados de la bacteriologia cuantitativa, fueron expresados como unidades
logaritmicas (logip), y las diferencias entre los dos grupos experimentales se
determinaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA), utilizando el programa
INFOSTAT 2004.

Los resultados de la bacteriologia cualitativa se expresaron como proporciones
de yemas y albuminas positivas, y las diferencias entre grupos experimentales se
determinaron por la prueba de independencia de Chi cuadrado (x?) (INFOSTAT, 2004).



RESULTADOS

I. CONCENTRACION DEL INOCULO BACTERIANO

Mediante el recuento de colonias de SE, se determind que la concentracion

bacteriana utilizada en la contaminacion de los huevos fue de 2,6 x10° UFC SE/ mL.

Il. BACTERIOLOGIA CUALITATIVA

1. 1. YEMAS

Los resultados obtenidos en la bacteriologia cualitativa, mostraron que SE fue
aislada en el 100% (50) de las yemas pertenecientes a los huevos mantenidos
continuamente a temperatura ambiente (grupo A/A), mientras que en los huevos
refrigerados (grupo A/R), la bacteria se aislo solo en el 32% (16) de las yemas (Gréafico
N° 1). Las diferencias de proporciones entre ambos grupos fueron estadisticamente
significativas (p = 0,00001).

Grafico N°1. Porcentaje de yemas A/A* y A/R** positivas a Salmonella Enteritidis.
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*Yemas A/A= Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego mantenidos a  temperatura ambiente por seis dias.

**Yemas A/R= Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego refrigerados por seis  dias.

Del total de yemas A/A (50) positivas a SE al final de la experiencia, 20

fueron detectadas a las 48 horas de incubacién, mientras que a las 72 y 96 horas de



incubacidn se detecto, adicionalmente, SE en 26 y cuatro de las yemas respectivamente
(Anexo N° 1).

En cuanto a las yemas del grupo A/R, solo una de las muestras arrojo
resultados positivos a las 48 horas de incubacidn, mientras que a las 72 y 96 horas de
incubacion, se obtuvo resultados positivos en seis y nueve de las yemas
respectivamente, alcanzando, al final de la experiencia, un total de 16 muestras A/R

positivas a la bacteria (Anexo N° 2).

1. 2. ALBUMINAS

Al analizar estos resultados, se observd que SE se aislo en el 66% (33) de las
albuminas pertenecientes a los huevos del grupo A/A (ambiente/ambiente), mientras
que en las albiminas pertenecientes a los huevos del grupo A/R
(ambiente/refrigerados), la bacteria se detectdé solo en el 12% (6) de las muestras
(Gréfico N° 2). Las diferencias de proporciones entre ambos grupos fueron

estadisticamente significativas (p = 0,00001).

Gréafico N°2. Porcentaje de albuminas A/A* y A/R** positivas a Salmonella

Enteritidis.
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*Albiminas A/A= Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego mantenidos a temperatura ambiente por seis dias.

**Albdminas A/R=Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego refrigerados por seis dias.



Del total de albuminas A/A (33) positivas a SE al final de la experiencia, 30
de ellas fueron detectadas a las 48 horas de incubacion. Las tres restantes fueron
detectadas a las 72 horas de incubacion, mientras que a las 96 horas de incubacién no se

detectd muestras positivas en este grupo (Anexo N° 1).

De las seis albuminas A/R positivas al final de la experiencia, tres fueron
detectadas a las 48 horas de incubacion, mientras que a las 72 y 96 horas de incubacion,

la bacteria fue detectada en una y dos de las muestras respectivamente (Anexo N° 2).

Cabe destacar que en los huevos del grupo A/R, solo a uno se le detecté6 SE
tanto en yema como en albdmina (muestra n° 10; Anexo N° 2). El resto de las muestras

positivas a la bacteria, ya sean yemas o albuminas, pertenecian a huevos diferentes.

En el cuadro N° 1 se presentan los resultados resumidos de lo observado en

ambos grupos experimentales.

Cuadro N° 1. Deteccion (%) de SE en yemas y albuminas, provenientes de huevos

almacenados con y sin diferencial de temperatura.

Porcentaje de muestras positivas a SE

Grupo Yemas Albldminas
A/A* 100% 66%
A/R** 32% 12%

* Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego mantenidos a temperatura ambiente por seis dias.

** Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego refrigerados por seis  dias.

I11. BACTERIOLOGIA CUANTITATIVA

La bacteriologia cuantitativa se aplico solamente a las muestras de yema

incubadas durante cuatro horas sin medios de enriquecimiento. En las yemas del grupo



AJ/A se logro obtener recuentos de SE solo en el 22% (11/50) de las muestras, mientras
que en las yemas del grupo A/R no se obtuvo desarrollo bacteriano después de 4 horas
de incubacion a 37°C. Los recuentos obtenidos en las yemas del grupo A/A, se

muestran en el cuadro N° 2.

Cuadro N° 2. Recuentos de SE en yemas de huevos experimentalmente contaminados y
mantenidos a temperatura ambiente (25 °C).

N° de yema (grupo A/A*) Recuentos log10 (UFC/mL)
18 2,34
19 2,03
20 1,80
23 2,83
24 2,17
27 1,11
33 2,15
34 1,88
40 0,50
46 1,60
47 2,60

* Huevos mantenidos por 15 dias a temperatura ambiente, contaminados, y luego mantenidos a temperatura ambiente por seis dias.

En promedio, la cantidad de bacterias presentes en la yema fue de 1, 72 x10?
UFC SE/ mL (2,24 1og10 UFC SE/ mL). Cabe destacar que las 11 muestras de yema en
las que se logro realizar recuento de colonias, también fueron positivas en el analisis

bacteriolégico Cualitativo.

Respecto a los huevos del grupo control, no hubo muestras positivas a SE, lo
cual permite descartar la contaminacion de estos tanto desde su origen (cepa de campo),

como dentro del laboratorio con la cepa desafio.



DISCUSION

La concentracion bacteriana utilizada en esta experiencia para la
contaminacién de los huevos, fue de 2,6 x10° UFC SE/ mL. Esta podria considerarse
elevada si se compara con la empleada por Sansosti et al. (2009), quienes, usando la
técnica de contaminacion de la cascara con pincel, contaminaron huevos con una dosis
de 10" UFC SE/ mL, logrando aislar la bacteria desde yema y alblmina del total de
huevos contaminados (10/10), a los 45 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
(20°C). En el presente estudio se utilizdé una dosis de SE mayor, debido a que el tiempo
de almacenamiento de los huevos fue de solo seis dias, a diferencia de los 45 aplicados
por Sansosti et al. (2009). De hecho, los autores mencionados, analizaron las muestras
a los 15, 25 y 45 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, obteniéndose
resultados positivos solamente a los 45 dias. Esto podria deberse a que, al aplicar una
concentracion bacteriana menor, se requirié de mayor tiempo de almacenamiento a
temperatura ambiente para que el patégeno se multiplicara, y alcanzara, en el contenido

del huevo, una concentracion detectable por la técnica de cultivo tradicional.

Cabe destacar que, previo al desarrollo de esta experiencia, se realizaron
diversos ensayos con el objeto de determinar la concentracion bacteriana exacta a
emplear. La exigencia era encontrar la dosis que pudiese ser detectada en yemas y
albiminas, a los seis dias de almacenamiento de los huevos contaminados, tanto en
aquellos mantenidos a temperatura ambiente (25°C) como en los refrigerados (4-8°C).
De esta forma, se analizaron dosis que iban desde 10° a 10° UFC SE/ mL, sin lograr
resultados satisfactorios, por lo que finalmente se prepar6 un inéculo mas concentrado,

con el que se llevé a cabo la contaminacién de los huevos.

Para la técnica de contaminacion de los huevos, los dos métodos maés
frecuentemente utilizados son: inmersion y pincelado. Respecto a la inmersion, diversos
autores han utilizado exitosamente esta técnica. Messens et al. (2005a) sumergieron 340
huevos en una suspension bacteriana con 10® UFC SE/mL durante un minuto, logrando
que la bacteria penetrara en un 44,7% de los huevos. De igual forma, De Reu et al.
(2006) y Jones et al. (2002), utilizando suspensiones bacterianas con una concentracion

de 10° UFC SE/mL, sumergieron huevos por no més de 10 minutos, logrando aislar la



bacteria sin problemas desde yemas y albuminas. En el presente estudio no se utilizé la
inmersion, ya que en un ensayo previo, tras sumergir los huevos, por no mas de cuatro
horas, en suspensiones bacterianas con concentraciones que variaron entre 10° a 10°
UFC SE/mL, no fue posible aislar la bacteria en las muestras, después de almacenar los
huevos a temperatura ambiente o en refrigeracion por hasta seis dias. Debido a estos
resultados negativos, se buscd otro mecanismo de contaminacion de la superficie del

huevo.

Considerando los buenos resultados obtenidos por Sansosti et al. (2009), al
contaminar los huevos mediante la técnica de pincelado de la céscara, se decidio
emplear esta técnica. De esta forma, se llevaron a cabo una serie de ensayos en los
cuales los huevos fueron pincelados con concentraciones bacterianas de 10° a 102 UFC
SE/mL, y luego almacenados por seis dias a temperatura ambiente o en refrigeracion.
Después de varias pruebas en las que se obtuvo menos del 20% de las muestras
positivas a SE, se decidi6 aplicar la misma técnica, pero esta vez utilizando un in6culo
més concentrado (10° UFC SE/mL), con el cual se logré obtener resultados
satisfactorios. Finalmente, la técnica de pincelado de los huevos no s6lo permitio
obtener un elevado porcentaje de contaminacién de las muestras, sino también su

aplicacion fue mas sencilla y menos riesgosa que la técnica de inmersion.

Inicialmente, se planted que el cambio de temperatura al que se exponen los
huevos, al refrigerarlos luego de permanecer por al menos 15 dias a temperatura
ambiente, favorecia el traspaso de SE desde la cascara hacia yema y albumina. Esto,
basado en que la presidn negativa generada en el huevo, producto del diferencial de
temperatura al cual es enfrentado, provocaria un efecto de succion de la bacteria desde
la superficie (Board, 1966; Bruce y Drysdale, 1994). Sin embargo, los resultados
arrojaron mayor positividad a SE en huevos mantenidos continuamente a temperatura
ambiente (25°C) que en huevos refrigerados (4-8°C) (Anexos 1y 2), luego de seis dias
de almacenamiento post-contaminacion. Esto se podria deber a que, a temperatura
ambiente, se ve favorecida la multiplicacion bacteriana, lo que habria permitido aislar la
bacteria en un mayor nimero de muestras, respecto de lo ocurrido en los huevos
refrigerados. Por otro lado, la restriccion de la multiplicacion bacteriana ocurrida a bajas
temperaturas (Chen et al., 2002; Chen et al., 2005; Gast et al., 2006), habria impedido



que SE se multiplicara hasta niveles detectables en la mayoria de las muestras
refrigeradas, aun cuando las bacterias hubiesen penetrado, debido al efecto de succion.
Quizés hubiese sido interesante evaluar el efecto de succion generado por el diferencial
térmico en periodos de tiempo tan breves como 12-24 horas de almacenamiento post-
contaminacion, y no a los seis dias. Esto debido a que a mayor tiempo de permanencia
de SE en el huevo aumentan las posibilidades de que se reduzca la poblacion bacteriana
debido a la accion de los agentes antimicrobianos de la albumina, lo que sumado a la
menor multiplicacion por la baja temperatura, pudo contribuir a la obtencion de una
menor proporcion de muestras A/R (ambiente/refrigerados) positivas a SE, respecto a lo
ocurrido con las muestras A/A (ambiente/ambiente). Por otro lado, es posible que el
uso de una técnica de deteccion bacteriana diferente al cultivo en placa, permitiera
detectar tempranamente el posible efecto de succion debido a la exposicion del huevo a
un diferencial térmico. Una técnica efectiva pudo haber sido la empleada por Messens et
al. (2006), quienes vaciaron los huevos de su contenido y los rellenaron con agar TTC
(“S-triphenyl tetrazolium chloride”), el cual es reducido durante el crecimiento
bacteriano, resultando en la aparicion de puntos de color rojo oscuro, que representan
las colonias bacterianas. Asi, aquellos huevos con mayor penetracion bacteriana
hubiesen presentado mayor nimero de puntos rojo oscuro, pudiendo determinar de
forma mas certera si la exposicion a un cambio de temperatura aumenta la penetracion a
través de la cascara. Otra técnica util pudo haber sido el uso de una cepa
fenotipicamente marcada — por ejemplo, con un agente quimico —, la cual es
independiente del tiempo de almacenamiento, ya que a pesar de la multiplicacion
bacteriana en el contenido del huevo, serian s6lo bacterias marcadas las que indicarian

el nivel de penetracion a través de la cascara.

Respecto a la frecuencia de aislamiento de la bacteria en las yemas
(bacteriologia cualitativa), SE fue detectada en todas las muestras pertenecientes a los
huevos del grupo A/A, mientras que en los huevos del grupo A/R, la bacteria se detectd
solo en un 32% de las yemas. Esto se deberia a que la temperatura ambiental (25°C)
favoreceria la multiplicacion bacteriana, ademas de provocar la declinacion de la
viscosidad de los agentes antimicrobianos de la albumina y la integridad de la
membrana vitelina (Humphrey and Whitehead, 1993; Hara-Kudo et al., 2001; Messens
et al., 2004), aumentando las posibilidades de que SE penetre hasta el contenido del



huevo en una concentracién detectable por la técnica de cultivo empleada en este
estudio. Por otro lado, a temperatura de refrigeracion (4-8°C) se limita
considerablemente la multiplicacion de la bacteria (Chen et al., 2005), con lo cual las
probabilidades de que ésta penetre la cascara y alcance concentraciones detectables en

el contenido del huevo serian menores.

Al analizar las frecuencias de aislamiento de SE en yemas, a las 48, 72 y 96
horas de incubacion a 37°C, se observd que, conforme aumentaban las horas de
incubacion, se acrecentaban las frecuencias de aislamiento de la bacteria en ambos
grupos experimentales. Este efecto se deberia a que a mayor tiempo de incubacién a
37°C, mayor multiplicacién bacteriana. Sin embargo, las yemas A/A obtuvieron
mejores resultados que las yemas A/R a las distintas horas de incubacion a 37°C, lo cual
se podria explicar, como se mencion6d anteriormente, por la mayor replicacion
bacteriana a temperatura ambiente, en contraste con lo ocurrido a temperatura de

refrigeracion.

En las albuminas, SE fue aislada mas frecuentemente desde las muestras
provenientes del grupo A/A (ambiente/ambiente) que de las muestras provenientes del
grupo A/R (ambiente/refrigerados), lo cual se deberia, al igual que en las yemas, al
favorecimiento de la multiplicacion bacteriana a temperatura ambiental (25°C), respecto
de lo ocurrido a temperatura de refrigeracion (4-8°C). Al analizar lo sucedido en las
muestras de albumina a las 48,72 y 96 horas de incubacion a 37°C, se observé que, a
medida que aumentaban las horas de incubacion, se incrementaba el nimero total de
albuminas positivas a SE en el grupo A/R, mientras que en el grupo A/A este aumento
se produjo solo hasta las 72 horas de incubacion, no lograndose aislar la bacteria a las
96 horas de incubacion. Esto podria deberse a la accion antimicrobiana propia de la
albumina (Orsi, 2004; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie et al., 2008), dada por
diversas proteinas bactericidas (Arias et al., 2007, Gantois et al., 2008) que, ayudadas
por la temperatura a la cual se encontraban (25°C), probablemente redujeron la
poblacién bacteriana en el grupo A/A, hasta una concentracion que sobrepasé la
sensibilidad de la técnica de cultivo. Sin embargo, Chen et al. (2005) determinaron que
el almacenamiento prolongado de huevos a temperatura ambiente genera un aumento en

el pH de la albumina, lo que lleva a la disociacion del complejo proteico ovomucina-



lisozima, generando la pérdida de la viscosidad de esta matriz; ademas, se favorece la
desintegracion de las proteinas de membrana, lo que desencadena el decaimiento de la
integridad de la membrana vitelina. A partir de esto, los autores concluyeron que la
conservacion prolongada de huevos a temperatura ambiente favorece la multiplicacion
bacteriana en el contenido de estos, debido a la pérdida de la integridad de las barreras
protectivas. De esta forma, si se hubiese prolongado la duracion del presente estudio

(seis dias), probablemente hubiese sido posible observar este fendmeno.

A pesar del incremento en el total de albdminas positivas a SE, al aumentar el
tiempo de incubacion a 37°C, los valores parciales obtenidos a las diferentes horas de
incubacion fueron disminuyendo, en contraste con lo ocurrido en las yemas. Esto se
podria deber a las caracteristicas antimicrobianas de la albumina, que al tener mayor
tiempo de contacto con el patdgeno, redujeron paulatinamente su poblacion. Sin
embargo, similar a lo ocurrido con las yemas, las albuminas del grupo A/A obtuvieron
mejores resultados que las del grupo A/R, a los distintos tiempos de incubacién a 37°C,
lo que otra vez se explicaria por la mayor multiplicacion bacteriana a temperatura

ambiente, en contraste con lo ocurrido a temperatura de refrigeracion.

Durante el analisis de los resultados, fue posible observar que existe una
amplia diferencia en la frecuencia de aislamiento de SE entre yemas y albiminas de un
mismo grupo (Cuadro N° 1). Dicha diferencia se explicaria por la presencia de
propiedades antibacteriales en la albumina (Orsi, 2004; Kang et al., 2006; Sellier et al.,
2007; Gantois et al., 2008; Wellman-Labadie et al., 2008), lo que dificulta la
sobrevivencia y, por lo tanto, la multiplicacién bacteriana, disminuyendo con ello la

probabilidad de aislar la bacteria desde esta matriz.

En los huevos del grupo A/A (ambiente/ambiente), todos los que tuvieron su
albumina positiva a SE, también tuvieron su yema positiva. En cambio en los huevos
del grupo A/R, no siempre existio tal coincidencia (Anexo N° 2). De las seis albiminas
A/R en las que se aisld la bacteria, solo una pertenecia a un huevo de cuya yema
también se aisld6 SE. Esto probablemente se deba a la proteccion otorgada por la
membrana vitelina (Gantois et al., 2008), la que impidio que SE llegara a la yema en

cantidades detectables por la teécnica de cultivo usada. Ademas, es probable que los



agentes antimicrobianos de la albumina y la refrigeracion, hayan jugado un rol
importante en que esto sucediera. De igual forma, de las 16 yemas A/R positivas a SE,
solo una tuvo su albumina contaminada (Anexo N° 2), lo cual puede haber ocurrido por
la accion de los agentes antimicrobianos presentes en esta matriz, los que
probablemente redujeron la concentracién bacteriana en dichas albdminas, a niveles
indetectables por las técnicas empleadas, después de que la bacteria ya estaba en la

yema.

Respecto al recuento bacteriano (analisis cuantitativo), en el estudio realizado
por Armijo (2010), se determind que los recuentos en la albumina pueden arrojar
resultados errados, debido a la accion bactericida de esta matriz. Por este motivo, se
realizd recuento Unicamente en las yemas, lograndose contabilizar colonias solo en las
pertenecientes al grupo A/A. Esto probablemente se deba a que temperaturas elevadas
favorecerian la migracion de SE a través de la membrana de la yema (Humphrey and
Whitehead, 1993; Braun and Fehlhaber, 1995; Gast and Holt, 2000; Gast et al., 2005;
Murase et al., 2005), producto de la declinacion de la viscosidad de la albumina y la
integridad de la membrana vitelina (Humphrey and Whitehead, 1993; Hara-Kudo et al.,
2001; Messens et al., 2004). Por otro lado, es probable que no se haya podido
contabilizar colonias de SE en las yemas del grupo A/R, debido a la inhibicion del
crecimiento bacteriano ocurrida a bajas temperaturas (Chen et al., 2005, Gast et al.,
2006), la cual no pudo ser revertida con solo cuatro horas de incubacién a 37°C post-

refrigeracion.

Del 22% de las yemas A/A que entregaron resultados positivos en la
bacteriologia cuantitativa, se obtuvo un recuento promedio de 2,24 log10 UFC SE/ mL.
Si se compara este valor con el recuento promedio de 9,8 UFC SE/mL obtenido por
Armijo (2010), en yemas contaminadas con 10" UFC SE/mL, se podria considerar bajo.
Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen diversos factores que pueden haber
influido en la obtencion de recuentos tan diferentes. En primer lugar, Armijo (2010)
realizd la contaminacion directamente sobre las yemas, por lo tanto SE no se vid
enfrentada a las propiedades antibacterianas de la albumina (Orsi, 2004; Kang et al.,
2006; Sellier et al., 2007; Gantois et al., 2008; Wellman-Labadie et al., 2008), a

diferencia de lo ocurrido en el presente estudio, donde probablemente los agentes



bactericidas de esta matriz redujeron considerablemente la poblacion bacteriana,
determinando la llegada de un nimero muy reducido de patdgenos a la yema.

Farfan (2010) realizd un estudio en el cual contamind huevos enteros con una
concentracién de 10° UFC SE/mL. Para la bacteriologia cuantitativa, se hizo recuento
bacteriano del contenido completo del huevo (yema y alblimina juntas), obteniéndo un
recuento promedio de 9,18 logl0 UFC SE/ mL. Este valor es bastante superior al
logrado en el presente estudio, sin embargo, es importante considerar que Farfan
inoculé SE en camara de aire, por lo tanto la bacteria no debi0 atravesar la cascara y sus
membranas, como en el caso de la presente investigacion. Ademas, previo al recuento
bacteriano, las muestras del contenido del huevo fueron enriquecidas con caldo
Rappaport-Vassiliadis e incubadas durante 15 horas a 37°C, mientras que en la presente
investigacion, las yemas no fueron enriquecidas antes del recuento bacteriano, y fueron

incubadas por solo cuatro horas a 37°C.



CONCLUSIONES

1. Se logrd contaminar huevos con céscara intacta, con una concentracion de 2,6
x10° UFC SE/ mL, mediante pinceladas.

2. La refrigeracion de huevos enteros experimentalmente contaminados con SE,
previo almacenamiento a temperatura ambiente (grupo A/R), se traduce en una

reduccion en la frecuencia de aislamiento de la bacteria desde el contenido del huevo.

3. La conservacion continua de huevos enteros experimentalmente contaminados
con SE a temperatura ambiente (grupo A/A), genera un aumento en la frecuencia de

aislamiento de la bacteria desde el contenido del huevo.

4. Con la metodologia utilizada, la exposicion a un diferencial térmico, en huevos
experimentalmente contaminados con SE, aparentemente no provoco un incremento en

la penetracion de la bacteria a través de la céscara.
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Anexo N° 1. Recuento (log10 UFC/ mL) y tiempo de incubacién para detectar SE, en yemas y albdminas
del grupo A/A.

Yemas AlbUminas**
N° de huevo | Tiempo de* Recuento Tiempo de*
incubacion (UFC/ mL) incubacion
1 72 horas
2 72 horas
3 72 horas
4 72 horas
5 72 horas
6 72 horas
7 72 horas
8 48 horas
9 72 horas
10 72 horas 48 horas
11 72 horas
12 72 horas
13 72 horas
14 72 horas
15 72 horas
16 72 horas
17 72 horas
18 48 horas 2,34 10g10 48 horas
19 48 horas 2,03 10g10 48 horas
20 48 horas 1,8 log10 48 horas
21 48 horas 72 horas
22 48 horas 48 horas
23 48 horas 2,83 10910 48 horas
24 48 horas 2,17 1og10 48 horas
25 48 horas - 48 horas
26 72 horas - 48 horas
27 48 horas 1,11 log10 48 horas
28 48 horas - 48 horas
29 96 horas - 48 horas
30 48 horas - 48 horas
31 72 horas - 72 horas
32 72 horas - 48 horas
33 48 horas 2,15 log10 48 horas
34 48 horas 1,88 log10 48 horas
35 72 horas - 48 horas
36 48 horas - 48 horas
37 48 horas - 48 horas
38 48 horas ---- 48 horas
39 96 horas ---- 48 horas
40 96 horas 0,5 log10 72 horas




41 48 horas -—-- 48 horas
42 72 horas 48 horas
43 72 horas 48 horas
44 72 horas 48 horas
45 72 horas -

46 48 horas 1,6 log10 48 horas
47 48 horas 2,6 log10 48 horas
48 72 horas 48 horas
49 96 horas 48 horas
50 72 horas 48 horas

Total huevos A/A (ambiente/ambiente) positivos a SE : 100%

----: Muestras con resultados negativos.
*48, 72 y 96 horas: Tiempo de incubaci6n que requiri6 la muestra para dar resultados positivos en la B. cualitativa.
** : a las albiminas no se les realiz6 bacteriologia cuantitativa.



Anexo N° 2. Recuento (log10 UFC/ mL) y tiempo de incubacion para detectar SE, en yemas y albiminas
del grupo A/R.

Yemas Albdminas**
N° de huevo Tiempo de* Recuento Tiempo de*
incubacion (UFC/ mL) incubacion
1 - - -
2 96 horas
3 96 horas
4 96 horas
5 — e
6 96 horas
7 96 horas
8 — e
9 96 horas
10 48 horas - 48 horas
11 72 horas —-
12
13
14 — —- .
15 — ——— o
16 72 horas
17 72 horas —-
18 72 horas
19
20
21
22
23
24
25
26 96 horas
27 96 horas
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37 72 horas —
38 — -
39
40
41 48 horas
42
43 96 horas
44 48 horas
45
46 72 horas
47
48 96 horas
49 96 horas
50 72 horas

Total huevos A/R (ambiente/refrigerados) positivos a SE : 42%




----. Muestras con resultados negativos.
*48, 72 y 96 horas: Tiempo de incubacion que requiri6 la muestra para dar resultados positivos en la B. cualitativa.
** : a las albiminas no se les realiz6 bacteriologia cuantitativa.



