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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por los alimentos siguen siendo una amenaza para la salud
publica a nivel mundial. En Chile, Salmonella Enteritidis (SE) es uno de los agentes
bacterianos mas aislados, detectandose principalmente en la carne de ave, los huevos y sus
derivados.

A pesar de que el pais cuenta con un programa nacional de control de Salmonella sp. en
aves de postura y se han tomado medidas como prohibir la venta de mayonesa casera, el
consumo de ovoproductos elaborados artesanalmente, especialmente la mayonesa, sigue
siendo un riesgo para la salud publica, de esta forma, seria importante contar con medidas
complementarias a las actuales para poder controlar a este patégeno. Una de estas medidas

seria el uso de bacteriofagos.

Este estudio pretendio evaluar la capacidad de una mezcla de bacteriofagos liticos para
reducir los recuentos de SE en mayonesa casera experimentalmente contaminada e

incubada a dos temperaturas diferentes.

Para llevar a cabo este objetivo se trabajo con dos grupos de 24 muestras cada uno, de 25
mL de mayonesa. El primer grupo, grupo experimental, fue contaminado con SE y recibio
una mezcla de cinco bacteriéfagos liticos, utilizando una MOI de 10°. El segundo grupo,
grupo control, fue contaminado Unicamente con SE. Ambos grupos fueron mantenidos a
temperatura ambiente y de refrigeracion, y la dosis de contaminacion con SE varid segun la
temperatura de incubacion. Todas las muestras fueron incubadas durante 72 horas,
realizando recuentos de SE a las 24 y 72 horas.

Al termino de las 72 horas, en todos los grupos experimentales se observo que la mezcla de
bacteriofagos liticos logré disminuir los recuentos bacterianos, con reducciones
significativas (p<0,0001), independiente del tiempo y periodo de incubacion. Las mayores
reducciones fueron evidenciadas a las 72 horas en las muestras incubadas a temperatura
ambiente, obteniéndose una reduccion de 3 logig UFC/mL, y a las 24 horas en las muestras
mantenidas a temperatura de refrigeracion, con una disminucion en el recuento de 2,97
logio UFC/mL.



Con los resultados obtenidos se concluye que la mezcla de cinco bacteriéfagos liticos
reduce efectivamente el recuento de SE en la mayonesa casera, por lo que esta mezcla

podria ser considerada como una herramienta de biocontrol en inocuidad alimentaria.

Palabras claves: Salmonella Enteritidis, bacteriéfagos, biocontrol, mayonesa.



ABSTRACT

Foodborne diseases are still a threat for the public health worldwide. In Chile, Salmonella
Enteritidis (SE) is one of the most isolated bacterial agents, detected mainly in poultry,

eggs and their derivatives.

Although the country has a national control program for Salmonella sp. in laying hens and
there have been taken measures as forbid the sale of homemade mayonnaise, the egg
products consumption, especially mayonnaise, remains as a risk for public health,
therefore, it would be important to have complementary measurements to control this

pathogen. One of these measurements would be the use of bacteriophages.

This study intends to evaluate the ability of a mixture of lytic bacteriophages to reduce SE
counts in experimentally contaminated homemade mayonnaise and incubated to two

different temperatures.

To fulfil this objective, the experiment considered two groups of 24 samples each with 25
mL of homemade mayonnaise. The first group, the experimental, was contaminated with SE
and added with a mixture of five lytic bacteriophages, using a MOI of 10°. The second
group, the control, was contaminated with SE only. Both groups were kept under room
temperature and refrigeration temperature, and the dose of contamination with SE varied
according incubation temperature. All the samples were incubated during 72 hours and
there were two measurements of SE counts; the first one at 24 hours and the second one at
72 hours.

At the end of 72 hours it was observed that the mixture of lytic bacteriophages decreased
the bacterial counts, with significant reductions (p <0.0001) in all experimental groups,
independent of the time and incubation period. The greatest reductions were evidenced at
72 hours in the samples incubated at room temperature, achieving a reduction of 3 logi
CFU /mL, and at 24 hours in the samples incubated at refrigeration temperature, with a
decrease of 2.97 log;o CFU / mL.

With the results obtained in this study, it is concluded that the mixture of five lytic

bacteriophages reduce effectively SE counts in homemade mayonnaise. Therefore this

Vi



mixture of lytic bacteriophages could be considerate as a biocontrol tool in food safety.

Key words: Salmonella Enteritidis, bacteriophage, biocontrol, mayonnaise.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos continGan siendo una amenaza para la
salud publica y una causa importante de morbimortalidad a nivel mundial, generando
multiples impactos socioecondmicos a nivel de la salud humana, planteles productivos y en
la industria de alimentos. Estas han ido en aumento en las Gltimas décadas debido a la
migracion poblacional, que conlleva a cambios tanto en el sistema de vida como en los

habitos alimenticios y a la persistencia y reemergencia de patdgenos.

Al igual que en los paises europeos, en Chile, de todos los brotes notificados, Salmonella
sp. es uno de los agentes bacterianos mas aislados, siendo el serotipo Enteritidis el mas
frecuente. Segun el Instituto de Salud Puablica de Chile la deteccion de Salmonella
Enteritidis en alimentos se concentra principalmente en la carne de ave, los huevos y sus

derivados.

Dado que los tratamientos fisicos y quimicos que ha implementado la industria alimentaria
para inactivar bacterias en los alimentos, pueden alterar las caracteristicas organolépticas de
éstos y el uso de antibioticos estd cada vez mas cuestionado, ya que favorece la seleccién
de bacterias resistentes, es que actualmente ha generado mucho interés la utilizacion de
bacteriéfagos en la industria de alimentos como una herramienta complementaria de

biocontrol.

Los bacteriéfagos son virus ampliamente distribuidos en el mundo, que infectan y lisan
exclusivamente a bacterias y podrian ser considerados como una medida prometedora para
la descontaminacion de alimentos ya que son componentes naturales, no son toxicos, son de
bajo costo, no alteran las caracteristicas organolépticas del alimento y se pueden utilizar en

todas las etapas de la cadena alimentaria.

El presente trabajo pretendi6 evaluar la efectividad del uso de una mezcla de bacteriéfagos
liticos en la reduccion de la contaminacién con Salmonella Enteritidis en mayonesa casera

mantenida a temperatura ambiente y de refrigeracion.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, constituido por bacterias
gram negativas, anaerobias facultativas y flageladas. Estan ampliamente distribuidas en el
medio ambiente y son los principales microorganismos asociados a las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA). La salmonelosis se contrae generalmente por el consumo
de alimentos contaminados, pudiendo provocar fiebre, gastroenteritis y bacteremia, entre
otros (Pui et al., 2011).

Segun la udltima informacion entregada por el Departamento de Epidemiologia del
Ministerio de Salud y su departamento de Estadisticas e Informacién de Salud, desde enero
hasta el 30 de diciembre del 2013 se notificaron 1.126 brotes de ETA con 6.646 casos. Los
principales alimentos involucrados en estos brotes fueron comidas y platos preparados
(38,8%), pescados y productos de la pesca (33,5%), carnes y productos carneos (7,8%) y
huevos y ovoproductos (5,7%). El lugar de consumo del alimento fue conocido en el 93,7%
de los brotes y de éstos el 46% fue en el hogar, el 20,9% en restaurantes, el 15,3% en
casinos, clubes sociales y cocineria, y el 17,8 % se relacion6 con ferias libres y mercados,
entre otros. En el 33,1% del total de brotes de este periodo se logr6 identificar un agente
causal, de los cuales un 58,4% correspondid a Salmonella sp. En los brotes en que se logro
aislar a este agente, los alimentos involucrados fueron comidas y platos preparados
(49,1%), seguido de huevos y ovoproductos (13,4%) (MINSAL, 2013).

Actualmente el pais cuenta con un programa nacional de control de Salmonella sp. en aves
de postura, el cual contempla medidas de control tales como la vacunacion, uso de
antibidticos, acidos organicos, exclusién competitiva y estrictas normas de bioseguridad
(SAG, 2011). No obstante, estas medidas no han sido suficientes para controlar la aparicion

de brotes en la poblacion.

En Chile, a diferencia de los paises desarrollados, no se exige que el almacenamiento,
transporte y venta de huevos sea de manera refrigerada, para asi, detener el crecimiento de
una posible contaminacion con Salmonella en el interior del huevo (Fica et al., 2012),
convirtiendo a los productos alimenticios elaborados a base de huevos en alimentos

riesgosos.



En agosto del afio 2011 un brote de Salmonella Enteritidis (SE) fue responsable de la
intoxicacion de 66 personas, de las cuales una fallecid, por el consumo de mayonesa casera
en un local de comida rapida en la comuna de Pefialolén (Sandoval, 2011). Debido a esto,
en octubre del mismo afio se prohibio la venta de mayonesa de elaboracion artesanal, como
también los aderezos que incorporen este tipo de mayonesa, mediante la modificacion del
Decreto N° 977 de 1996 del Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile, con el
propdsito de reducir el nimero de brotes que se presentan cada afo. Sin embargo, esta
medida no tendria el impacto deseado si no se acomparia de un programa educacional para
la poblacion y ademés de un fuerte programa de fiscalizacion por parte de las autoridades
sanitarias en los locales de venta de alimentos (Fica et al., 2012). Esto puede ser
evidenciado ya que en el afio 2012 la prensa informo casos de intoxicacion causados por el
consumo de mayonesa casera, como fueron los ocurridos a 221 personas en Limache
(Anon, 2012) o a 15 personas en Quilpué (Astudillo, 2012).

Es importante destacar que en el ambito de la educacion sanitaria de la poblacién,
generalmente los programas son de limitada penetracion y duracion, y los conceptos de
inocuidad alimentaria no estan contemplados en los contenidos curriculares de los

establecimientos educacionales (Fica et al., 2012).

Por lo expuesto anteriormente, el consumo de ovoproductos elaborados artesanalmente,
especialmente la mayonesa, sigue siendo un riesgo para la salud publica, por lo tanto, seria
importante contar con nuevas medidas complementarias a las actuales para controlar a este

patégeno. Una de estas nuevas medidas seria el uso de los bacteriéfagos.

Los bacteridfagos o fagos son virus que infectan exclusivamente a las bacterias. Son los
organismos mas antiguos y abundantes conocidos en la tierra ya que se calcula que hay
alrededor de 1x10% fagos en el planeta (Sulakvelidze, 2013). Fueron descubiertos en 1896
por Ernest Hankin. En 1915 Frederick Twort describio la actividad antibacteriana que
tenian, sin embargo, fueron utilizados por primera vez como terapia antimicrobiana en 1919
por Félix d'Herelle (Garcia et al., 2008).

Segun su ciclo de vida los bacteriéfagos se pueden clasificar en liticos o virulentos y en

lisogénicos o temperados (Figura Nro.1). Los primeros, posterior a la unién o adsorcién a

los receptores de la bacteria, inyectan su material genético y utilizan la maquinaria
3



metabdlica de la bacteria, para realizar replicacion, transcripcion y traduccion del material
viral, causando la lisis de ésta y la consecuente liberacion de la progenie viral. Los
segundos, incorporan su material genético y replican como parte del genoma bacteriano,
permaneciendo en estado de latencia como profago por varias generaciones. Cuando la
célula hospedera esté bajo condiciones adversas, el profago puede reactivarse y llevar a
cabo un ciclo litico (Brovko et al., 2012). Estos fagos, que tienen la capacidad de
permanecer de forma latente en su hospedero, pueden portar genes que codifican para
factores de virulencia (p. ej. la toxina Shiga de Escherichia coli enterohemorragica), es por
esta razon que no pueden ser considerados en inocuidad alimentaria ya que podrian generar
patégenos mas virulentos (Monk et al., 2010; Totora et al., 2010). Ademas se debe evitar
que los bacteriofagos utilizados realicen transduccion (Figura Nro.2), proceso por el cual el
ADN bacteriano es encapsidado por error en una particula viral, y ésta al todavia tener la
capacidad de infectar nuevas bacterias puede incorporarles nuevos genes no virales

(Hagens y Loessner, 2010).

Ocasionalmente el profago puede escindirse

El fago se adhiere a la :
ADN de fago bacteria e inyecta el ADN del cromosoma ba(lzit;iecr:)ano e iniciar el ciclo

(doble cadena) -
Cromosoma
bacteriano
Division

celular \
g’ -\@ ’ Ciclo litico ‘ » Ciclo
lisogénico

Lisis celular y liberacion de e -
m la progeniye de fagos 0 EI ADN del fago se circulariza y @ La bacteria lisogénica se
entra al ciclo litico o al lisogénico reproduce normalmente

Profago

(@%@M/ \( O >

Las proteinas del fago se EIADN del fago se integra al cromosoma de la
sintetizan y se ensamblan bacteria por recombinacion y se convierte en un
formando los viriones. profago

Figura Nro. 1: “Ciclo litico y lisogénico de un bacteriéfago” (Fuente: Totora, et al., 2010, traducido por: K. Yévenes).


https://docs.google.com/open?id=0Bwgh-jRelGVxLXh2VEZvelFDZXM

RECOMBINACION

OO

9 ADN de fago

Cromosoma

bacteriano

Célula Un fago infecta una bacteria
donante {célula donante)

Sintesis de &cidos nucleicos y
proteinas del fago

Ocasionalmente ,durante el ensamblaje,
trozos de ADN bacteriano son
empaquetados en la capside del fago.
Cuando la célula donante se lisa, libera
fagos que contienen ADN bacteriano

%
Celula
receptora

ADN de célula  ADN de célula
donante receptora Puede ocurrir recombinacién,

produciendo  bacterias con un
genotipo  diferente (de célula
donante y receptora)

Muchas divisiones
celulares

"
ADN de fago )&

ADN de bacteria

o Un fago que lleva ADN
bacteriano infecta nuevas
bacterias (células receptoras)

Figura Nro. 2: “Transduccion por un bacteriofago” (Fuente: Totora, et al., 2010, traducido por: K. Yévenes).

Los bacteridfagos liticos se pueden utilizar en el &mbito de la inocuidad de los alimentos a
nivel de toda la cadena alimentaria. Sin embargo, hasta la fecha la literatura indica que hay
mayor progreso utilizando fagos en los alimentos mas que en el animal vivo, ya que los
alimentos no estan sometidos a la dinamica de un animal vivo, como lo es la interaccion

con el sistema inmune o el constante cambio micro ambiental (Goodridge y Bisha, 2011).

Las principales ventajas que poseen los bacteriéfagos liticos, usados como herramienta de
biocontrol en alimentos, son su especificidad, ubicuidad, inocuidad, su bajo costo,
estabilidad en los alimentos y que no alteran las caracteristicas organolépticas de éstos. No

obstante, presentan como inconveniente que los componentes de la matriz alimentaria


https://docs.google.com/open?id=0Bwgh-jRelGVxLXh2VEZvelFDZXM

pueden afectar la capacidad de los fagos de encontrar e infectar a las bacterias, necesitan de
un alto numero de bacterias para ejercer su efecto inicial y existe el riesgo de desarrollar
resistencia bacteriana a ellos. Esta Gltima se puede minimizar utilizando mezclas de
bacteriofagos (Garcia et al., 2008; Goodridge y Bisha, 2011).

Se han realizado diversos estudios que demuestran la efectividad de los bacteriéfagos en la
reduccion de los recuentos de Salmonella en diferentes alimentos y en todos ellos hay una
disminucion significativa (Sulakvelidze, 2013).Pese a lo anterior, no existen estudios en

mayonesa, y los estudios realizados en huevos son recientes y escasos, es asi como:

Spricigo et al. (2013) contaminaron huevos frescos, mediante inmersion, con Salmonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis con 10" unidades formadoras de colonias por mL
(UFC/mL). Luego, fueron rociados con un coctel de bacteriéfagos a una concentracién de 1
x 10'° unidades formadoras de placas liticas por mL (UFP/mL) y se incubaron a 25°C
durante 2 horas, para posteriormente realizar los recuentos bacterianos. Los resultados
demostraron una disminucion de la concentracion de ambas serovariedades de Salmonella
del orden de 0,9 logip UFC/g, indicando que ésta mezcla de bacteridéfagos disminuye los

recuentos de Salmonella en huevos.

También Guenther et al. (2012) determinaron la capacidad del bacteri6fago FO1-E2 para
reducir Salmonella Typhimurium en yema de huevo pasteurizado. Los huevos fueron
contaminados con 10° UFC/g y la concentracion de fagos aplicada fue de 3 x 10% UFP/g.
Las muestras se incubaron a 15°C por un maximo de 6 dias. Como resultado se obtuvo una
disminucion del orden de 2,6 unidades logaritmicas al segundo dia. No obstante, posterior
al segundo dia la actividad litica del bacteri6fago comenz6 a disminuir hasta obtener,
después del quinto dia, un mayor recuento bacteriano en las muestras experimentales que

en las controles.

En Chile Farfan (2010) contamin6 huevos libres de patdgenos especificos (SPF), via

camara de aire, con SE a una dosis de 1,28 x 10* UFC/mL. Luego administré una mezcla de

bacteriofagos liticos, mediante aspersion e inmersion, con una multiplicidad de infeccion

(MOI = relacion entre la cantidad de fagos por cada bacteria) de 107, incubandolos a

temperatura ambiente durante 5 dias. Los resultados arrojaron una disminuciéon promedio

en los recuentos bacterianos del orden de 3 unidades logaritmicas durante los 5 dias,
6



sugiriendo que la mezcla de bacteriofagos fue efectiva en la reduccion de SE en el
contenido del huevo.

Por otro lado, Robeson et al. (2014) estudiaron la estabilidad de cinco bacteriéfagos liticos
nativos aislados desde carne molida de bovino, salsa tartara y aguas residuales, en 10
matrices alimentarias de origen animal, tanto frescas como procesadas, las cuales fueron
mantenidas durante 10 dias a 4 y 18 °C. Los resultados mostraron que los cinco
bacteriofagos se mantuvieron estables, sin embargo, los fagos aislados desde la carne de
bovino y salsa tartara mostraron una mayor estabilidad que los procedentes de aguas

residuales, los cuales disminuyeron su titulo en 3 a 5 unidades logaritmicas.

La mezcla de fagos caracterizada por Robeson et al. (2014) fue utilizada por Jorquera et al.
(2015) quienes contaminaron carne molida de bovino con 2,6 x 10° UFC/mL de SE y le
aplicaron esta mezcla de fagos con una MOI de 10*. Las muestras fueron incubadas durante
10 dias a 5y 18 °C. Al final del periodo se obtuvieron reducciones del orden de 3,54 y 3,65
logio UFC/g a temperatura de refrigeracion y ambiente respectivamente.

En esta memoria se busca estudiar la efectividad de la mezcla de cinco bacteriéfagos liticos
caracterizados por Robeson et al. (2014) y Jorquera et al. (2015) sobre mayonesa casera
contaminada con SE con el propdsito de reducir la contaminacion bacteriana, demostrando

asi, su potencial aplicabilidad como herramienta biocontroladora en este alimento de riesgo.



HIPOTESIS

El uso de una mezcla de bacteri6fagos liticos logra disminuir los recuentos de Salmonella

Enteritidis en mayonesa casera experimentalmente contaminada.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de una mezcla de bacteridéfagos liticos nativos para reducir los

recuentos de Salmonella Enteritidis en mayonesa casera experimentalmente contaminada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la disminucion de los recuentos de Salmonella Enteritidis en mayonesa

casera tratada con bacteri6fagos y mantenida a temperatura ambiente durante 24 y 72 horas.

2. Establecer el efecto de la disminucion de la temperatura de incubacién en la actividad de

una mezcla de bacteriéfagos liticos aplicados en mayonesa casera durante 24 y 72 horas.



MATERIALES Y METODOS

1. Cepa bacteriana

La cepa utilizada correspondi6 a Salmonella Enteritidis de origen aviar, resistente al Acido
Nalidixico (nal") y Rifampicina (rif") (seleccionada en el Laboratorio de Bacteriologia de la
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso (PUCV)).

2. Bacteriofagos

Para este estudio se utilizaron 5 bacteriofagos liticos aislados desde aguas residuales, salsa
tartara y carne de bovino, los cuales fueron preparados en el Instituto de Biologia de la
PUCV. Estos fagos se seleccionaron segin sus caracteristicas liticas frente a la cepa
bacteriana, su estabilidad en el tiempo en diversas matrices alimentarias, su tolerancia al
pH, su tolerancia a temperaturas entre -20 y 25° C y su rango de hospederos®. Se utilizé una
MOI de 10°.

3. Matriz alimentaria

La matriz alimentaria utilizada en este estudio fue mayonesa elaborada de forma artesanal
con yema y clara de huevo, aceite y sal (anexol). Los huevos fueron de color blanco extra
grande, el aceite de origen vegetal y la sal de grano fino. La marca de estos ingredientes
fue confidencial y fueron adquiridos desde un supermercado de la Regién Metropolitana.
Los huevos tenian fecha de elaboracion lo mas cercana al dia de adquisicion (no mayor a
siete dias) para luego ser mantenidos en refrigeracion, no mas de 72 horas, hasta ser

utilizados. Antes de su proceso, éstos se limpiaron con algodon con alcohol al 70%.

Paralelamente al desarrollo del experimento, la mayonesa se sometié a deteccion de
Salmonella sp. por medio de bacteriologia cualitativa (ver punto 4.5), para corroborar la
ausencia de contaminacion procedente de una cepa de campo contenida en los huevos o

contaminacion intralaboratorio.

TRobeson, James. 2014. [Comunicacién personal]. Laboratorio de Bacteriologia. Instituto de Biologia. Pontificia

Universidad Catdlica de Valparaiso. Campus Curauma.



4. Disefio experimental
4.1 Calculo de dosis bacteriana

Para determinar la concentracion de SE que permitiera contaminar la mayonesa, logrando
recuentos elevados, a temperatura ambiente (21°C) y de refrigeracion (6°C), se trabajé con
10 muestras de 3mL de mayonesa. Estas fueron inoculadas con SE (ver punto 4.2) con un
volumen correspondiente al 50 % del total de la muestra (1,5 mL) y se incubaron por un
periodo de 24 horas, 5 de estas muestras a temperatura ambiente y 5 a temperatura de
refrigeracion. A las 24 y 72 horas post contaminacion, se realizaron diluciones al décimo en
Agua Peptonada Tamponada (APT, Difco ®) para realizar un recuento bacterioldgico (ver
punto 4.4). Se analizaron dosis desde 10° UFC/mL en adelante y se seleccioné aquella

dosis mas baja que logré recuentos > a 10 UFC/mL en su primera dilucion.
4.2 Preparacion del indculo bacteriano

El indculo se elabord desde una cepa de SE nal” rif" en caldo Luria Bertani (Difco ®)
incubado a 36 + 1°C durante 24 + 2 horas. La turbidez del cultivo fue ajustada a un valor de
absorbancia entre 0,4 y 0,8 a 625 nm de longitud de onda (Spectroquant® Pharo 300-
Merck®), rango equivalente a 10®° UFC/mL. Desde esta preparacion se realizaron

diluciones al décimo en APT (Difco ®) hasta lograr la dosis definida anteriormente.

La concentracion del indculo fue corroborada mediante recuento, sembrando 100uL de las
diluciones en placas de agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD, Difco ®) adicionadas con
Acido Nalidixico (Sigma-Aldrich ®, 50ug/mL) y Rifampicina (Sigma®, 50 pg/mL) las que
se incubaron a 37 £ 1°C durante 24-48 horas.

4.3 Contaminacion de las muestras con la cepa desafio y aplicacion de la mezcla de

bacteriofagos

Se utilizaron grupos de 24 muestras individualizadas en bolsas Whirl-Park® con 25 mL de
mayonesa cada una. Estas fueron contaminadas con SE nal' rif" con la concentracion
definida previamente en el punto 4.1. La contaminacion de las muestras se realizé en un

gabinete de bioseguridad Healforce® (HF safe 1200) utilizando un volumen aproximado al
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50% del tamafio total de la muestra y luego se dejaron en reposo durante dos horas, para
permitir la adaptacion de SE al medio y su adhesion a la superficie de la matriz. Luego, a
cada muestra contaminada se le agregé una alicuota de la mezcla de bacteriéfagos,
suspendidos en buffer SM modificado (50 mL Tris-HCI 1 M, pH 7,5 - 2g MgSO,4 H,0) en
un volumen aproximado del 10% del peso de la muestra, y utilizando una MOI de 10°.
Estas muestras fueron mantenidas en cajas herméticamente cerradas durante 72 horas a

temperatura ambiente (estufa a 21°C) y a temperatura de refrigeracion (6°C).

Para cada grupo experimental se establecié un grupo control de 24 muestras contaminadas
solo con SE a las cuales se les adicion6 como placebo un buffer SM modificado, de las
mismas caracteristicas a las que incorpora a los fagos, en un volumen aproximado del 10%
del peso de la muestra. Los grupos control y experimental fueron mantenidos y procesados
en dos laboratorios diferentes para prevenir toda posibilidad de contaminacién cruzada y a
ambos grupos se les realizé bacteriologia cuantitativa a las 24 y 72 horas post inoculacion.
Ademas, se dispuso de dos grupos blancos de 5 muestras que no fueron contaminadas con
SE ni tratadas con bacteriéfagos, las que fueron mantenidas junto a las muestras
experimentales y sometidas a una bacteriologia cualitativa al finalizar el estudio, con el

objetivo de descartar una posible contaminacion intralaboratorio de SE.
4.4 Bacteriologia cuantitativa (recuento de SE)

A las 24 horas de incubacion se adicionaron 225 mL de APT (Difco ®) a las muestras y se
homogeneizaron durante 1 minuto en un equipo triturador homogeneizador (Stomacher
400® circulator). Luego se realizaron diluciones al décimo en APT (Difco ®) y
posteriormente se sembraron 100 puL de las diluciones en placas de agar XLD (Difco®),
adicionadas con Rifampicina (Sigma®, 50 pg/mL) y Acido Nalidixico (Sigma®, 50
pg/mL). Todas las placas se sembraron, en duplicado, en superficie con un asa de Digralsky
e incubaron a 37°+ 1°C durante 24-48 horas. La lectura se realizé sélo a las placas que
presentaron un numero < a 150 colonias y a las muestras negativas al recuento se les realizo
bacteriologia cualitativa. Este procedimiento se repitié con todas las muestras a las 72 horas

de incubacidn, tanto a temperatura ambiente como de refrigeracion.
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4.5 Bacteriologia cualitativa (deteccion de SE)

Para la deteccion de SE se utiliz6 como referencia la Norma ISO 6579: 2002
“Microbiology of food and animal feeding stuff- horizontal method for the detection of
Salmonella spp.” (ISO 6579, 2002), modificada por el laboratorio de microbiologia en el
uso de un medio liquido de enriquecimiento, un medio selectivo sélido y afiadiendo
antibiodticos a las placas de agar. Para ello, la muestra con APT (Difco ®) se incubd a
37°C+ 1°C durante 18 + 2 horas. Luego se transfirieron 100 uL a un tubo con 10 mL de
caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Difco®) y se incubaron en un bafio termorregulado a
41.5 £ 1°C durante 24 + 3 horas. Posteriormente fueron sembradas en placas con agar XLD
(Difco®), adicionadas con Rifampicina y Acido Nalidixico, e incubadas a 37°C + 1°C por
24 * 3horas.

5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en la bacteriologia cuantitativa fueron expresados en unidades
logaritmicas y las diferencias entre las medias, de las muestras tratadas versus las no
tratadas con fagos, fueron analizadas mediante un Analisis de Varianza. Las muestras

negativas a la bacteriologia cuantitativa fueron consideradas como valores faltantes.

Los datos fueron analizados con el programa InfoStat® 2008 (Di Rienzo et al., 2008).
6. Normas de bioseguridad

Se contemplaron las normas referentes a un nivel 2 de bioseguridad, correspondientes a
salmonelas no tificas (CONICYT, 2008).
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RESULTADOS
1. Célculo de dosis bacteriana

Se determind que las concentraciones del indculo bacteriano de SE aplicado a las muestras
mantenidas a temperatura ambiente y de refrigeracion estuvieran entre un rango de
1-9 x 10% y 1-9 x 10* UFC/mL respectivamente.

2. Bacteriologia cualitativa: mayonesa casera

La bacteriologia cualitativa realizada a la mayonesa, previo a contaminarla con la bacteria y
adicionarle los fagos, fue negativa al crecimiento de SE lo cual descart6 la existencia de
contaminacion procedente de una cepa de campo contenida en los huevos comerciales o

contaminacion intralaboratorio.
3. Analisis de varianza

Debido a que en la contaminacion inicial se utilizé un indculo bacteriano diferente para las
muestras a temperatura ambiente y de refrigeracion, esta variable no fue considerada dentro
del modelo de andlisis. Sin embargo, se realizaron dos anélisis de varianza (ANDEVA)
independientes para cada condicion de temperatura de acuerdo a lo detallado a

continuacion.

Inicialmente, se utiliz6 un modelo con dos factores, incorporando las variables
independientes fago (con dos niveles, con y sin fagos) y tiempo (con dos niveles, 24 y 72
horas). En base a este andlisis se determind que el factor tiempo no fue influyente de forma
significativa sobre la variable dependiente recuento bacteriano, por lo tanto, fue excluido de

analisis posteriores.

En consideracion a lo sefialado anteriormente, en el ANDEVA definitivo se ajusté un

modelo unifactorial el cual fue especificado de la siguiente forma:

Yij = put 0j +ejj
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Donde:  Y;j;: Observacion del tratamiento i en el recuento bacteriano j
M : Media poblacional
o; : Efecto del tratamiento i

&ij . Error aleatorio asociado a la observacion Yi

Este modelo fue aplicado, de manera independiente, a las muestras mantenidas a

temperatura ambiente y de refrigeracion.

El coeficiente de determinacion (R?) de los ANDEVA realizados fluctué entre un rango de
0,96 y 0,99, indicando que méas de un 95% de la variabilidad total de la variable recuento
bacteriano fue explicada por el modelo ajustado en cada caso, en consecuencia, por el

tratamiento con bacteriéfagos.
4. Bacteriologia cuantitativa: mayonesa casera mantenida a temperatura ambiente
Los recuentos promedio de SE de los diferentes grupos se pueden observar en la tabla

Nro.1.

El crecimiento de la cepa bacteriana fue observado en todas las muestras controles,
aumentando 2,75 unidades logaritmicas de SE/mL a las 24 horas y 6,26 unidades

logaritmicas de SE/mL a las 72 horas.

Tabla Nro. 1. Recuentos promedio de Salmonella Enteritidis en mayonesa casera, con y

sin tratamiento de fagos, almacenada a temperatura ambiente®, segtin tiempo de incubacion.

Tiempo Tratamiento Dosis inicial  Recuentos promedio  Recuentos Min-Max
(horas) con Fagos® (logio UFC/mL) (logio UFC/mL) + DE® de SE (logio UFC/mL)
24 - 2,62 537% £0,2 5,06 - 5,66
+ 3,23 £0,3 2,70 - 3,64
72 - 2,98 9,24% £0,2 8,95-9,83
+ 6,24° +0,4 6,00 - 7,04

! : Temperatura ambiente 21°C + 1°C.

2+ -, Grupo control (sin tratamiento) de 24 muestras; +, Grupo experimental (tratado con bacteriéfagos) de 24 muestras.
% . DE: Deviacién Estandar.

ab: | etras diferentes sefialan que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,0001).
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Al comparar los recuentos promedios de SE del grupo control, versus su respectivo grupo
experimental, es posible indicar que hubo una reduccion promedio de 2,14 unidades
logaritmicas de SE/mL a las 24 horas y de 3 unidades logaritmicas de SE/mL a las 72

horas. Ambas reducciones fueron estadisticamente significativas (p < 0,0001).

El recuento promedio del grupo experimental a las 72 horas se realiz6 solamente con 12
muestras ya que las 12 restantes se encontraban negativas a la bacteriologia cuantitativa,

siendo consideradas como valores faltantes.

5. Bacteriologia cuantitativa: mayonesa casera mantenida a temperatura de

refrigeracion

Los recuentos promedio de SE de los diferentes grupos pueden ser observados en la tabla
Nro. 2.

El desarrollo de la cepa bacteriana fue evidenciado en todas las muestras controles,
aumentando 1,24 unidades logaritmicas de SE/mL a las 24 horas y 1,17 unidades
logaritmicas de SE/mL a las 72 horas.

Tabla Nro. 2. Recuentos promedio de Salmonella Enteritidis en mayonesa casera, con y
sin tratamiento de fagos, almacenada a temperatura de refrigeracion?, segtin tiempo de

incubacion.

Tiempo Tratamiento Dosis inicial  Recuentos promedio  Recuentos Min-Max
(horas) con Fagos® (logio UFC/mL) (logio UFC/mL) + DE® de SE (logio UFC/mL)
24 - 4,02 5,26 +0,1 511-5,42
+ 2,29° 0,2 1,90 - 2,75
72 - 519* 0,2 4,79 - 5,38
+ 2,37° £0,3 1,70 - 2,78

! Temperatura de refrigeracion 6°C + 1°C.

2 - - Grupo control (sin tratamiento) de 24 muestras ; +, Grupo experimental (tratado con bacteriéfagos) de 24 muestras.
% . DE: Deviacion Estandar.

ab: | etras diferentes sefialan que hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,0001).

Las diferencias entre los recuentos de SE del grupo experimental y su respectivo grupo
control a las 24 horas fueron estadisticamente significativas (p < 0,0001), logrando

reducciones del orden de 2,97 unidades logaritmicas de SE/mL. Por otro lado, las
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diferencias entre los recuentos de SE del grupo experimental y su respectivo control a las
72 horas también fueron estadisticamente significativas (p < 0,0001), obteniéndose

reducciones del orden de 2,82 unidades logaritmicas de SE/mL.

En cuanto a las muestras de los grupos blancos utilizadas en toda la experiencia, estas

fueron negativas al crecimiento de SE, lo cual descarté una contaminacién intralaboratorio.
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DISCUSION

Al ser la primera vez que se realiza un estudio de aplicacion de bacteriofagos liticos en
mayonesa casera como herramienta de biocontrol, las dosis de SE utilizadas para
contaminar las muestras a diferentes temperaturas tuvieron que ser calculadas debido a la
ausencia de concentraciones referenciales. Los valores que se eligieron en ambas
temperaturas debieron cumplir con dos requisitos, el primero es que debian proporcionar
muestras con recuentos factibles de contar (hasta 150 colonias por placa) y el segundo es
que debian otorgar una concentracion bacteriana inicial base suficientemente alta que
permitiera tener una Optima accion litica de la mezcla de bacteriéfagos. Los valores que
fueron elegidos se encuentran dentro de los rangos que se utilizaron en otros estudios
similares, tales como Guenther et al. (2012) que contaminaron muestras de yema de huevo
pasteurizada, leche chocolatada y mariscos, entre otros, utilizando concentraciones de 10°
UFC/g u mL de Salmonella Typhimurium, Jorquera et al. (2015) que contaminaron carne
molida de bovino con 10° UFC/mL de Salmonella Enteritidis y Kang et al. (2013) que

contaminaron muestras de piel de pollo con 10* UFC/cm? de SE.

La mezcla de estos cinco bacteriofagos liticos fue exitosa y redujo de manera significativa
los recuentos de SE en mayonesa casera mantenida durante 24 y 72 horas a temperatura
ambiente y de refrigeracion. Las reducciones de 2,14 log;o UFC/mL a las 24 horas y de 3
logip UFC/mL a las 72 horas, logradas a temperatura ambiente, son bastante favorables si
se comparan con matrices alimentarias particularmente relacionadas a la mayonesa, como
son los huevos. Es asi como, Guenther et al. (2012) contaminaron yema de huevo
pasteurizada con 10° UFC/g de Salmonella Thyphimurium para luego adicionar el fago
FO1-E2 a 3x10® UFP/g y dejarlas a 15°C por un maximo de 6 dias, obteniendo una
disminucion de 2,6 log;o UFC/g, sin embargo, esto solo ocurrié hasta el segundo dia,
posterior a esto la actividad de los fagos comenzo a disminuir y al quinto dia las muestras
experimentales contenian un mayor numero de bacterias que las muestras controles. Los
autores indicaron que esta situacion podria deberse a la distribucion no homogénea y
limitada difusién del fago en una matriz altamente viscosa como lo es la yema de huevo.
Resultados similares obtuvo Farfan (2010) en huevos libres de patdgenos especificos, en

donde al contaminar con 1,28 x 10 UFC/mL de SE y adicionar una mezcla de tres
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bacteri6fagos a 10®° UFP/mL, para luego ser incubadas a 25°C durante 5 dias, obtuvo
aproximadamente 3 unidades logaritmicas de reduccion, independiente de las vias de
administracion (aspersion e inmersion) y el tiempo (2 a 5 dias). Diferente fue para Spricigo
et al. (2013) quienes trabajaron en variadas matrices alimentarias, incluyendo huevos
frescos, los cuales fueron sumergidos en una suspensién de 10" UFC/mL de S.
Typhimurium y S. Enteritidis y rociados con un coctel de fagos a una concentracion de
10" UFP/mL, luego se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las reducciones
de solamente 0,9 logio UFC/cm? no fueron tan altas como en las otras matrices, sefialando
los autores, que este resultado se pudo ver influenciado porque probablemente no se
consiguié una contaminacion homogenea de Salmonella en la superficie del huevo y
ademas podria haber translocacion de microorganismos desde la superficie de la cascara a
su membrana externa e interna, lo que afectaria el efecto de los fagos. Es impracticable
comparar los resultados de este Gltimo autor con este estudio, ya que los recuentos se
realizaron apenas a las 2 horas de incubacién, no obstante, otros estudios indican que, en
términos generales, a mayor tiempo de incubacién existe un mayor efecto de los
bacteriofagos sobre la inactivacion bacteriana (Bigwood et al., 2008; Galarce et al., 2014;
Jorquera et al., 2015), por lo tanto, es posible pensar que la reduccion de recuentos
bacterianos del estudio de Spricigo et al. (2013) fuera mayor a las 24 o0 72 horas.

El reglamento sanitario de los alimentos define a la mayonesa como una emulsién de aceite
comestible en huevo, adicionada de sal, acidos organicos, condimentos y aditivos, la cual
esta clasificada dentro de las salsas (Chile, 2013). Por lo tanto, esta matriz alimentaria se
enmarca dentro de los alimentos de consistencia liquida o semiliquida. Diferentes autores
hacen hincapié en que uno de los tantos factores que influyen en la capacidad de reduccion
de los bacteriéfagos es el tipo de matriz alimentaria. Es asi como los alimentos de
estructura solida son los mas dificiles de tratar ya que limitan fisicamente la distribucion de
los fagos y ademaés, las bacterias se pueden introducir en la matriz alimentaria,
protegiendose y volviéndose inaccesibles a éstos. A diferencia de lo que ocurre en una
matriz liquida, en donde los fagos pueden difundir casi libremente y colisionar facilmente

con las bacterias (Guenther et al., 2009; Hagens y Loessner, 2010).
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Si se comparan los presentes resultados con los de matrices alimentarias mas liquidas, estos
podrian haber sido ain méas prometedores. Un ejemplo es el estudio realizado en leche
chocolatada por Guenther et al. (2012), en donde contaminaron muestras con 10° UFC/mL
de Salmonella Typhimurium y adicionaron 10® UFP/mL de fagos, para luego ser incubadas
durante 6 dias a 15°C, arrojando una reduccion de mas de 5 unidades logaritmicas posterior
al quinto dia. En otro estudio de Guenther et al. (2009) en donde se analizé el uso de
bacteriofagos contra Listeria monocytogenes en leche chocolatada mantenida a 20°C

durante 6 dias se lograron reducciones tan elevadas como 6,4 unidades logaritmicas.

Bajo los antecedentes entregados anteriormente, se puede decir que, a temperatura
ambiente, esta matriz alimentaria se comport6 mas bien como una matriz sélida,
asemejandose a los resultados obtenidos por otros autores que trabajaron contra SE y a esa
misma temperatura , tales como, Galarce et al.(2014) quienes lograron reducciones de 3,19
logio UFC/g en salmon fresco, Jorquera et al.(2015) quienes redujeron 3,65 logio UFC/g en
carne fresca de bovino y Aguirre (2013) quien logré disminuciones de 2,56 logio en carne
fresca de cerdo. Como todos los autores mencionados anteriormente trabajaron con la
misma mezcla de bacteridfagos utilizada en este estudio, los resultados obtenidos, se
pueden atribuir, en un alto porcentaje a factores propios de la matriz alimentaria, como por

ejemplo su viscosidad, contenido de grasa, proteinas y carbohidratos.

En relacién a los resultados obtenidos a temperatura de refrigeracion, no existen parametros
de comparacion con matrices vinculadas a la mayonesa, ya que los estudios publicados en
huevos solamente se han realizado a temperatura ambiente. No obstante, las reducciones de
2,97 log;o UFC/mL logradas a las 24 horas son muy alentadoras si se comparan con las de
Guenther et al. (2012) en una matriz liquida como lo es la leche chocolatada, en donde

obtuvieron reducciones de 3 logi;p UFC/mL al primer dia de incubacion a 6°C.

Las reducciones alcanzadas a temperatura de refrigeracion fueron mayores, a las 24 horas,
y semejantes, a las 72 horas, a las obtenidas a temperatura ambiente. Situacion similar se ha
descrito en otros estudios. Es asi como, Jorquera et al. (2015) contaminaron muestras de
carne fresca de pollo y de bovino con SE, para luego aplicarles una mezcla de bacteriéfagos
con una MOI de 10* y almacenarlas a 5 y 18°C durante 10 dias. Por una parte, las

reducciones logradas a temperatura ambiente y de refrigeracion en carne de pollo fueron de
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0,88 logip UFC/g y 1,66 log;o UFC/g respectivamente, por otra parte, las reducciones
obtenidas en carne de bovino fueron de 3,54 log;o UFC/g a los 5°C y de 3,65 logio UFC/g a
los 18°C. También Guenther et al. (2012) contaminaron una mezcla de mariscos con
Salmonella Typhimurium y emplearon un céctel de fagos a una MOI de 10°, luego las
incubaron a temperatura ambiente y de refrigeracion durante 6 dias logrando reducciones,

al primer dia de incubacion, de 2 log;o UFC/g y 3 logio UFC/g respectivamente.

La efectividad del bacteriéfago se puede ver influenciada por la capacidad de replicacion
que tiene la bacteria en el ambiente en el cual se encuentra. Es por esto que, a temperatura
ambiente, los bacteriéfagos pueden realizar su ciclo infectivo y producir progenie viral
debido a que la maquinaria metabolica de la bacteria se encuentra activa. Esta lisis es
conocida como lisis desde adentro (lisis from with in). Diferente es a temperatura de
refrigeracion, en donde la temperatura impide la finalizacién del ciclo litico, por lo tanto, la
lisis de la bacteria acontece debido a que un numero suficientemente elevado de fagos se
adhiere a la superficie bacteriana, desestabilizando su estructura y lisandola, sin aumento en
el nimero de fagos. Esta lisis es conocida como lisis desde afuera (lisis from with out)
(Hagens y Loessner, 2010; Abedon, 2011; Ferguson et al., 2013). En el caso particular de
Salmonella spp. , generalmente no se espera crecimiento a temperaturas menores a 6°C (Pui
etal., 2011).

En el presente estudio, se observO que SE crecié a temperatura de refrigeracion,
aumentando 1,24 log;o UFC/mL a las 24 horas de incubacion, a diferencia de lo ocurrido en
estudios similares realizados con esta misma mezcla de fagos pero, en carnes frescas de
cerdo y salmén (Aguirre, 2013; Galarce et al., 2014). Por lo tanto, es posible pensar que la
semejanza de los resultados obtenidos a temperatura ambiente y de refrigeracion podria
deberse, contrario a lo que sefiala la literatura, al crecimiento que logré SE a 6°C, en donde
la maquinaria metabdlica de algunas bacterias estaria activa y un porcentaje de los
bacteriofagos lograria realizar lisis desde adentro. Si se quisiera corroborar la existencia de
este tipo de lisis, lo ideal seria medir la titulacion de los bacteriofagos en las muestras de

mayonesa, actividad que no se realiz6 en el presente estudio.

Los factores que pudieron contribuir a que la bacteria creciera a temperatura de

refrigeracion en mayonesa podrian ser explicados debido a una respuesta de adaptacion
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frente al choque de frio, la cual permite que, posterior al cese del crecimiento, exista una
reanudacion de éste (Wesche et al., 2009). Se ha demostrado que SE puede crecer en el
interior del huevo a 6°C, aumentando mas de una unidad logaritmica de SE/mL a las dos
semanas de incubacion (Lublin y Sela, 2008). Esta capacidad, en conjunto con el corto
periodo de incubacion al cual fueron sometidas las muestras, el pH de la matriz que fluctud
entre 6 y 7, y las caracteristicas altamente nutritivas que entrega la mayonesa a la bacteria,
pudieron ser determinantes para generar el ambiente que permitio el crecimiento de SE en
la matriz alimentaria mantenida a 6°C. Ademas, no se puede descartar la posibilidad de que
la temperatura del refrigerador haya presentado variaciones nocturnas que no fueron

monitoreadas y con ello, permitir el crecimiento de la bacteria.

A pesar de que la estabilidad de estos bacteriéfagos esta demostrada en diferentes matrices,
tales como, carne de bovino, salmoén, cerdo, pollo, pavo y queso de cabra, entre otros
(Robeson et al., 2014), alin no se ha determinado la estabilidad en un producto ya
elaborado como lo es la mayonesa, de esta forma, no se puede descartar la influencia de
este factor en los resultados obtenidos. El Unico estudio al respecto es el de Robeson et al.
(2011) quienes establecieron una buena estabilidad de otro bacteri6fago en yema y

albumina de huevo, indicando que fue estable durante 144 horas a 25°C.

Si bien la reduccion de los recuentos alcanzados en este estudio utilizando una MOI de 10°
son satisfactorias y semejantes a las de otras publicaciones, tal como, Guenther et al.
(2012). Algunos autores indican que obtuvieron una mayor inactivacion bacteriana cuando
administraron los fagos en mayores concentraciones, es asi como, Guenther et al. (2009)
estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de fagos sobre Listeria monocytogenes
en matrices alimentarias tanto liquidas como sélidas, incubadas a 6°C durante 6 dias. En
este estudio observaron que, en leche chocolatada, se lograron reducciones de 1y 4,4
unidades logaritmicas utilizando una MOI de 10°y 10* respectivamente, en contraposicion,
a una MOI de 10° la cual logré controlar completamente al patégeno. De la misma forma,
Bigwood et al. (2008) evaluaron la actividad de un bacteriofago en la disminucion de
Salmonella Typhimurium en carne de bovino con una MOI de 10 y 10%, sefialando que las

mayores reducciones bacterianas se consiguieron con la MOI mas alta. Es por esto factible
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postular que, si se deseara obtener mejores resultados seria recomendable aumentar la

concentracion de fagos, en consecuencia, la MOI.

Es importante sefialar que en 12 de las muestras tratadas con fagos y sometidas a
temperatura ambiente durante 72 horas, el recuento de SE en las placas de agar fue
negativo, razon por la cual se realiz6 bacteriologia cualitativa, en donde se evidencio la
presencia de la bacteria. Esta situacion se debe a que el método utilizado no tuvo la
sensibilidad suficiente para detectar, de las diluciones sembradas, las bajas cantidades de
Salmonella, en cambio, en la bacteriologia cualitativa al utilizar un medio de
enriquecimiento se puede estimular el crecimiento de las bacterias y con ello, mejorar el
nivel de deteccion. Esta situacion también fue mencionada en los trabajos realizados por
Guenther et al. (2012), Aguirre (2013) y Cruz (2013). La bacteriologia cualitativa es
importante de realizar ya que con ella se puede distinguir si el recuento bacteriano fue
negativo debido a que los bacteriéfagos lograron eliminar completamente a la bacteria o
porque los recuentos bacterianos, de las diluciones sembradas, se encontraron bajo el limite

de deteccién.

Por ultimo, independiente de todos los factores que pudieron o no influir en los resultados
obtenidos, es importante destacar que se obtuvieron reducciones significativas y
considerables, tanto a las diferentes temperaturas como periodos de incubacion.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que, bajo las condiciones de este estudio, esta
mezcla de cinco bacteriofagos liticos nativos logra reducir significativamente el recuento de
Salmonella Enteritidis en mayonesa casera, independiente de la temperatura y tiempo de
incubacidn a la cual fue sometida. Por lo tanto, esta mezcla de fagos podria ser utilizada
como un método de biocontrol en inocuidad alimentaria y, en conjunto con otras medidas,

podrian disminuir la incidencia de brotes por ETA.
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ANEXOS

1. Receta de cocina (modificada) del chef Karlos Arguifiano
(http://www.todareceta.cl/click/indx/2663696/?site=cookingwithkiwi.blogspot.com)

Elaboracion de la mayonesa (300 g)
a. Ingredientes:
- 2 yemasy claras de huevo
- 300 mL de aceite de maravilla
- 5gdesalfina
b. Preparacion:
-Verter en la licuadora la yema y la clara de los dos huevos.
-Encender la licuadora a primera velocidad y dejar caer un chorro muy fino del aceite.
-Cuando la mayonesa tome un poco de consistencia agregar la sal.
-Dejar licuar hasta que quede una emulsién homogénea estable, tome una consistencia

semiliquida y sea facil de untar.
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