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RESUMEN

Debido al problema actual provocado por Salmonella Enteritidis (S.E.), el sector
avicola ha implementado medidas de control, pero ninguna de ellas ha demostrado la
eficiencia necesaria. Actualmente, el uso de bacteriofagos liticos reaparece como una
opcion més de control que ha sido investigada a nivel internacional y nacional. En Chile,
recientemente se obtienen resultados alentadores en el control de Salmonella Enteritidis
mediante la utilizacién preventiva de 3 bacteriofagos liticos en pollos Libres de

Patogenos Especificos (SPF, <Specific Pathogen Free>) experimentalmente infectados.

El objetivo de este trabajo fue determinar la eficiencia de una mezcla de 3
bacteriofagos sobre la colonizacion de Salmonella spp. en aves comerciales provenientes
de madres vacunadas. Se formaron 5 grupos de 30 pollos cada uno: 2 grupos recibieron
la terapia con bacteriofagos (aves comerciales y aves SPF) y 3 fueron controles (control
de infeccion en aves comerciales, control de infeccion en aves SPF y control sano). Al
dia 6 de edad, las aves fueron tratadas con una mezcla de bacteriéfagos via aerosol, con
una multiplicidad de infeccion de 10° UFP y, al dia siguiente, fueron desafiadas con 2,95
x 10° UFC/ml de S.E. via oral. Siete dias post desafio (14 dias de edad), las aves fueron
sacrificadas para la obtencion de muestras individuales de ciegos y un “pool” de drganos
internos para realizar Bacteriologia cualitativa y Bacteriologia cuantitativa para recuento
cecal (UFC/q).

En las aves comerciales que recibieron el desafio con S.E., la incidencia de la
infeccion no disminuyd respecto al grupo de aves SPF desafiadas, alcanzando el 100%
de infeccion total en ambos grupos, independiente del tipo de muestra. Al analizar sélo
las muestras de “pool” de d6rganos, la incidencia en aves comerciales disminuyd en un
9,4%, reduccién que no fue significativa. Por otro lado, en las aves comerciales que
recibieron los bacteri6fagos comparadas con las aves comerciales que no los recibieron,
la incidencia de infeccion disminuyo significativamente (p=0,01) en un 20% mientras
que, en las aves SPF tratadas con bacteri6fagos la disminucién alcanzo sélo un 6,9%. El

analisis de la presencia de S.E. segun tipo de muestra en ambos grupos de aves tratadas



con los bacteri6fagos, demostrd que en los ciegos la disminucién fue significativa
(p=0,0028) sélo en el grupo de aves comerciales, alcanzando una reduccion de 26,7%
respecto al control. En relacion a la infeccion sistémica (“pool” de érganos internos)
hubo un 8,7% de disminucion, valor que no fue significativo. En las aves SPF tratadas,
hubo una pequefia disminucién a nivel cecal que no fue significativa y, a nivel

sistémico, no se observo disminucion en la incidencia.

En relacion al recuento cecal, se observd una reduccion de aproximadamente
1 log;o UFC/g de S.E. en las aves comerciales que recibieron el tratamiento, disminucion
que no fue significativa. En el grupo de aves SPF tratadas con bacteriéfagos, se registro

una leve disminucion de 0,19 log;o UFC/g de S.E. respecto al control.

Los resultados obtenidos sefialan que la inmunidad materna por si sola no
protegio frente a la colonizacion de S.E. en ciegos, ni disminuyd su recuento cecal,
aunque logro disminuir la incidencia a nivel sistémico. Cuando las aves comerciales,
provenientes de madres vacunadas, recibieron bacteriéfagos se logré una disminucion
significativa de la incidencia total de infeccion y, a pesar que también se observd una

disminucidn en el recuento cecal de S.E., este valor no fue significativo.

Los resultados de este estudio permiten concluir que la fagoterapia es una
alternativa factible y complementaria para el control de este patégeno en pollos
comerciales provenientes de madres vacunadas. Sin embargo, es necesario continuar en
la busqueda de nuevos bacteri6fagos que logren disminuciones de mayor impacto en la

incidencia de infeccion y sobre todo, en el recuento bacteriano a nivel cecal.



SUMMARY

Due to the current problem caused by Salmonella Enteritidis (S.E.), the poultry
sector has implemented control procedures, but none has proved the necessary
efficiency. Currently, the use of lytic bacteriophages reappears as another controlling
option that has been investigated at national and international level. In Chile, recently
encouraging results were obtained on the control of S.E. by means of the preventive use
of 3 lytic bacteriophages in experimentally infected Specific Pathogen Free (SPF)

chickens.

The objective of this work was to determine the efficiency of a mixture of 3
bacteriophages on the colonization of Salmonella spp. in chickens from vaccinated hens.
Five groups were formed of 30 chickens each one: 2 groups received the therapy with
bacteriophages (chickens and SPF chickens) and three were control groups (infection
control in chickens and SPF chickens and healthy control). On the six day of age, the
birds were treated with a mixture of bacteriophages via spray, with a multiplicity of
infection of 10° PFU and, the next day, were challenged with 2,95 x 10° CFU/ml of S.E.
via oral. Seven days after challenge (14 days of age) the birds were sacrificed to obtain
individual ceca samples and a pool of internal organs to qualitative Bacteriology and

quantitative Bacteriology for cecal counting (CFU/g).

The incidence of the infection in the chickens that were challenged with S.E., did
not decrease in relation to the challenged SPF chickens, reaching 100% of total infection
in both groups, independently of the kind of sample. When only samples of the pool of
organs were analyzed, the incidence in chickens decreased 9.4%, which is non-
significative. On the other hand, in the birds treated with bacteriophages compared with
the birds did not receive them, the incidence of infection decreased significantly
(p=0.01) in 20% whereas, in the birds SPF treated with bacteriophages the decrease
reached only 6.9%. The analysis of the presence of S.E. by type of sample in both
groups of birds treated with bacteriohages demonstrated that only in the group of

chickens the decrease in the ceca was significative (p=0.0028), reaching 26.7%



reduction compared to the control. In relation to the systemic infection (pool of internal
organs), there were 8.7% of decrease, value that was not significant. In the treated SPF
birds, there was a slight non-significative decrement at the cecal level, and no decrease

in the incidence at the systemic level.

A non-significative reduction of approximately 1 log;o CFU/g of S.E. in cecal
count was observed in the chickens that received treatment. In the group of SPF birds
treated with bacteriophages, a slight reduction of 0,19 log;o CFU/g de S.E. in relation to
the control was observed.

The results show that maternal immunity by itself was not protection against
colonization of S.E. in ceca, nor did it diminish its cecal count, though did diminish the
incidence at the systemic level. When the chickens (non SPF) received bacteriophages, a
significative decrease on the total incidence of infection and a non-significative decrease

on the cecal count were obtained.

The results in this research lead to conclude that phagotherapy is a feasible and
complementary alternative for the control of this pathogen in chickens from vaccinated
hens; however, it is necessary to continue the search for new bacteriophages that can
decrease more significatively the incidence of infection and, specially, the S.E. count at

the cecal level.



INTRODUCCION

Salmonella es una bacteria de distribucion mundial que ocasiona pérdidas en el
sector avicola y, que es transmitida por los alimentos causando serios problemas para los
consumidores. EI serotipo prevalente en paises desarrollados es Salmonella enterica
serovar Enteritidis (S.E.) y, Chile no es la excepcion, ya que afecta a gran parte del

territorio nacional.

Entre las medidas de control utilizadas por el sector avicola se pueden
mencionar: los antimicrobianos, la exclusiébn competitiva, los prebioticos y la
vacunacion con bacterias vivas o muertas. Entre todas las medidas, la vacunacion
constituye la principal herramienta utilizada en las aves reproductoras para la proteccion
de ellas y de su progenie; los anticuerpos maternos cumplen un rol vital en la proteccion
del pollo durante su primera semana de vida, debido a que su sistema inmune se
encuentra aun en desarrollo. Diversos estudios sefialan que la vacunacion no deberia ser
el Unico recurso utilizado como proteccion frente a Salmonella spp., debiendo
considerarla dentro de un conjunto de medidas ya que ninguna de ellas, por si sola, ha

tenido los resultados esperados para el control de esta bacteria.

Recientemente, otra medida de control reaparece frente a la infeccion por S.E.;
el uso de los bacteriéfagos, definidos como virus que lisan bacterias. Se comenzaron a
usar como medida terapéutica en infecciones bacterianas desde principios del siglo XX
con buenos resultados, pero la aparicion de algunos efectos nocivos en conjunto con el
inicio de la era antibidtica hizo que se desplazaran como terapia. Sin embargo, la
multiresistencia de Salmonella a los antimicrobianos es un problema vigente y de gran
preocupacion, por ello los bacteriofagos vuelven a surgir como posible medida

terapéutica y como biocontroladores en la industria agricola y pecuaria.

En Chile, se han logrado aislar bacteriofagos especificos contra S.E. y con ellos

se han realizado diversos estudios en relacion al efecto litico sobre la bacteria. Es asi



como recientemente se logré comprobar la eficiencia de bacteriéfagos en la prevencion
de la colonizacion de S.E. en pollos Libres de Patdgenos Especificos (SPF,<Specific
Pathogen Free>) experimentalmente infectados. Por ello, parece interesante determinar
el posible efecto complementario entre la presencia de anticuerpos maternos y la
dosificacion de una mezcla de bacteriéfagos en pollos comerciales, esperando con esto

aportar una alternativa para el control de esta bacteria en el sector avicola nacional.



REVISION BIBLIOGRAFICA

ASPECTOS GENERALES

Salmonella es una bacteria que ocasiona grandes pérdidas en la industria avicola,
asi como problemas de salud publica para el consumidor (Braden, 2006). Esta bacteria
es un bacilo gram negativo perteneciente a la Familia Enterobacteriaceae, que se
comporta como patdgeno intracelular  (Carter, 1984). Desde un punto de vista
taxondmico se describen 2 especies, Salmonella enterica y Salmonella bongori. S.
enterica por su parte se subdivide en seis subespecies, enterica, arizonae, diarizonae,

salamae, houtenae e indica (Tindall et al., 2005).

Ademaés, por sus caracteristicas antigénicas se describen al menos 2.400
serotipos, entre los cuales se describe Salmonella enterica subespecie enterica serotipo
Enteritidis (S.E.). La serotipificacion de Salmonella segun el esquema de Kauffman-
White, se realiza mediante la caracterizacion de tres tipos de antigenos: antigeno
Somadtico O, antigeno Flagelar H (fase 1 y fase 2) y antigeno Capsular Vi (Carter,
1984).

En relacion a los hospederos, hay algunos serotipos que muestran especificidad
por uno en particular, como es el caso de S. Typhi y S. Paratyphi que causan enfermedad
solo en los seres humanos. Otros serotipos no muestran especificidad por un hospedero y
causan enfermedad tanto en los hombres como en los animales como es el caso de S.
Tiphimurium, S. Enteritidis y S. Anatum (Carter, 1984).

La patogénesis de este enteropatdgeno comprende varias etapas (Sanchez y
Cardona, 2003). Una vez que la bacteria es ingerida, debe resistir el ambiente acido del
estdmago y a continuacion colonizar el intestino delgado. Para esto, la bacteria debe
adherirse a ciertos tipos de células del intestino, involucrando varios tipos de fimbrias o
pili, que ayudaran a la bacteria a contactarse con las células epiteliales intestinales. La
bacteria establece un contacto estrecho con el borde en cepillo del tejido epitelial del



intestino; cuando la bacteria se acerca a la superficie epitelial, las microvellosidades
circundantes sufren el denominado “Ruffling”, que es un cambio morfologico
degenerativo con el fin de reacomodar el citoesqueleto de actina e inducir cambios
morfolégicos que causan que estas células internalicen la bacteria en el proceso

denominado invasion.

Posteriormente, una vez que se ha producido la invasion, la bacteria migra a la
lamina propia de la region ileocecal, se multiplica en los foliculos de la region linfoide e
induce hiperplasia e hipertrofia reticuloendotelial. Por lo tanto, la manifestacion
temprana de la interaccion hospedero-patdgeno es la adhesion e invasion al epitelio
intestinal por parte de la bacteria y como consecuencia, la inflamacion de la lamina

propia'y nddulos linfaticos (Sanchez y Cardona, 2003).

Con todo este proceso, los neutréfilos son estimulados y la infeccion se limita en
el caso de la enteritis. La respuesta inflamatoria también se relaciona con la liberacién de
prostaglandinas, estimulacién de la produccion de AMP ciclico y la secrecion activa de
liquidos, produciendo diarrea, pero este signo no es el resultado del dafio tisular causado
directamente por la bacteria, sino que principalmente esta dado por la reaccién del
hospedero a los factores proinflamatorios liberados por la bacteria (Sdnchez y Cardona,
2003). Dentro de estos factores se describe la accion de la endotoxina, capaz de inducir
la liberacién de interleuquina-1 (IL-1), IL-6, IL-8, Factor de Necrosis Tumoral, Factor
activante plaquetario, macréfagos y pirégenos enddgenos, entre otros (Todar, 2002).
Adicionalmente, se describe la accidon de una enterotoxina, capaz de inducir la actividad
de prostaglandinas que causarian la acumulacién de fluidos. Esta Gltima, similar a la
toxina de Vibrio cholerae y a la toxina termolabil (LT) de E.coli (Darwin y Miller,
1999).

La bacteria también puede ser fagocitada por macréfagos de la zona intestinal y
replicarse dentro de la vacuola fagocitica, utilizando los macréfagos para diseminarse y

Ilegar al higado, bazo y 6rganos ricos en células fagociticas.



En el ser humano, uno de los principales cuadros clinicos producidos por la
infeccion con Salmonella no tificas es la gastroenteritis, producida por un gran nimero
de serotipos, incluido S.E. Salmonella también es capaz de afectar distintos tipos de
animales, como reptiles, aves y mamiferos, produciendo alteraciones de tipo intestinal
como también alteraciones fuera del tracto gastrointestinal (Radostits et al, 2002). Sin
embargo en las aves, S.E. produce escasa signologia clinica: en aves adultas puede pasar
incluso desapercibido y en aves jovenes puede presentar altas tasas de mortalidad,
retraso en el crecimiento o disminucion en la produccion de huevos (Gast, 1994). La
salmonelosis, entonces, constituye una infeccion de importancia en salud publica y salud
animal ocasionando un serio impacto econémico. Desde un punto de vista
epidemioldgico, es una enfermedad aguda de distribucion mundial transmitida por los
alimentos (Braden, 2006).

La enfermedad es importante en los paises desarrollados, donde se reportan
brotes de infeccion intestinal; asi por ejemplo, en Estados Unidos es una infeccion
comdun, alcanzando aproximadamente 1,4 millones de casos cada afio (Braden, 2006).
Uno de los serotipos mas representativos es S.E, el cual aparecio a nivel mundial en la
década de los 80 y se ha expandido desde entonces en forma progresiva y pandémica
(Fica et al., 2001). En el caso de este serotipo, los alimentos involucrados en su cadena
de transmision son principalmente aquellos de origen aviar, como huevos y carne (Gast,
1994; Altekruse et al., 2006). Las frecuencias de contaminacién de los huevos son
relativamente bajas, no superando el 1% (Gast, 1994), pero es importante considerar que
los huevos contaminados generalmente provienen de aves asintomaticas, con lo que la
contaminacion transovarica del huevo sin la presencia de la bacteria en la superficie
permite que se generen vectores bioldgicos indetectables (Gast y Beard, 1990). Por otra
parte, en 1991 se realizd un estudio microbiolégico en plantas procesadoras de huevos,
en la cual se encontro 61% de muestras positivas a Salmonella y, de este porcentaje, un
14% correspondié S.E. En la década de los 90, en Estados Unidos, la frecuencia de
huevos contaminados con S.E. en restoranes fue 1 de 12 y aunque se consider6 bajo en

relacion a los huevos producidos por ese pais (65 billones/afio), se estimé un niumero de

10



huevos contaminados de 2,2 millones/afio, valor que constituyé un namero significativo

de exposiciones potenciales para los seres humanos (Braden, 2006).

En relacion a la carne de ave, segun datos del USDA (“United States Department
of Agriculture”) y FSIS (“Food Safety and Inspection Service”), durante el periodo
2000-2005 la proporcion de carcasas de Broiler contaminadas con S.E. aumentd de
2,5% a7,7% (p<0,0001) en las muestras que fueron positivas a Salmonella spp.(6.382
muestras). En relacion al total de carcasas examinadas (51.327 muestras) el porcentaje
de carcasas positivas a S.E. también aumento de un 0,2% en el afio 2000 a un 1,3% en
el aflo 2005 (Altekruse et al., 2006).

La situacion nacional de esta zoonosis es similar a la ocurrida en paises
desarrollados. En Chile, las infecciones por S.E. aparecieron en forma dramética en
1994 en el norte del pais y, en 1998, de un total de 1.236 aislamientos clinicos de
Salmonella sp., 69% correspondié al serotipo Enteritidis. Recientemente, durante el
periodo 2000-2005, el Instituto de Salud Publica (ISP) determind que, de un total de
2.219 muestras clinicas, un 53% correspondio a S.E., por lo que este serotipo es, hasta el
dia de hoy, el predominante en el pais (Figueroa, 2007). En los afios anteriores, fue
Salmonella Tiphy quien predominaba, pero con la cobertura de agua potable y la
aplicacion de medidas bésicas de higiene se logré modificar la transmision impidiendo
la contaminacion de los alimentos a pesar que la bacteria persiste en los portadores (Fica
etal., 2001).

Segun Fica et al. (2001), los factores que participaron en la emergencia de este
patdgeno en Chile se pueden dividir en dos; por una parte la centralizacion de las
industrias productoras de huevos, lo que implica que grandes volimenes de aves de
postura comparten alimentos, habitat y microorganismos comunes. Otro factor seria la
tecnificacién de la industria, con la aglomeracion de aves en galpones, lo que facilita la

diseminacion de patdgenos y la contaminacion e infeccién de un gran nimero de aves.
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En el afio 1999 y 2000, Prado et al., (2002), demostraron a través de un estudio
de brotes de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETAS) en la Regidn
Metropolitana, que Salmonella del grupo no Typhi (Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium) eran los agentes bacterianos mas importantes, cuyas fuentes principales

de infeccién fueron la carne de ave y los huevos, sin la coccion adecuada.

Alexandre et al., (2000), realizaron una investigacion donde encontraron una
frecuencia de contaminacion en la yema de los huevos de 0,09% en 1.081 muestras
provenientes de distribuidores y supermercados que comercializan el producto. En el
mismo estudio se analizaron 1.154 muestras de carne de pollo y 370 muestras de
menudencias de la misma especie provenientes de marcas comerciales. Los resultados
indicaron un 8,31% de muestras positivas a Salmonella, en las muestras de carne de
pollo, y de este valor un 6,06% correspondi6 a S.E. En cuanto a las menudencias de
pollos se encontré un 12,97% de muestras positivas a Salmonella y de ellas un 1,27%

fue por S.E.

La clara asociacion entre S.E. y las aves ha estimulado al sector avicola para
optimizar las medidas de control de esta bacteria, entre las que se incluyen
bioseguridad, antibidticos, probidticos, exclusion competitiva, prebidticos y uso de

vacunas (Doyle y Erickson, 2006).

¢ Bioseguridad

En la busqueda de estrategias para el control de Salmonella, se incluye la
bioseguridad, entendida como el conjunto de medidas que tienden a evitar el ingreso del
patdgeno a un plantel y su diseminacion posterior. Dentro de este concepto destacan las
siguientes acciones: uso de jaulas aéreas que limiten el contacto de las aves con excretas
y entre aves, provision de agua potable, uso de alimentos microbiolégicamente
certificados, control de roedores y vectores mecanicos/bioldgicos y la supervisién de los

planteles por médicos veterinarios, entre otros (Wray y Davies, 2000).
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Estudios han asociado la infeccién por Salmonella con malos estandares en la
higiene de los galpones avicolas. Asi por ejemplo, de un galpon contaminado en forma
natural con S.E. se obtuvieron muestras una semana después de eliminado el lote de aves
y no se encontré Salmonella en la cama ni en las heces de la superficie de la cama. Sin
embargo, los comederos, los nidos y otras areas estaban contaminados. Ratones
capturados de galpones donde la infeccidn por S.E. habia sido confirmada, excretaron la
bacteria por lo menos durante 18 semanas y, una muestra de heces puede contener entre
10° a 10%g de salmonelas (Wray y Davies, 2000). En otros estudios de los mismos

autores, la bacteria se encontrd en los ventiladores y en el polvo fuera del galpon.

e Antibidticos

En el sector avicola, los antibidticos fueron usados cominmente para evitar la
colonizacion bacteriana producida por Salmonella y como promotores de crecimiento.
Este Ultimo uso se caracterizd mediante la administracion de bajas dosis de antibidticos a
través del alimento, con el fin de reducir el desarrollo de bacterias patdgenas, aumentar
la eficiencia alimenticia, disminuir la mortalidad y mejorar el bienestar de los animales
que representa la mejor calidad de la cama. Sin embargo, a pesar de estos beneficios, la
Union Europea prohibi6 su utilizacion debido a la preocupacion referente a que el uso de
estos antibidticos pudieran afectar la eficiencia de ellos cuando se utilizan en medicina
humana (Breeders, 2000).

La fluoroquinolona mas utilizada por el sector avicola frente a Salmonella es el
enrofloxacino (Serrano, 2000). En Chile, Gonzalez y Correa (1998) recomendaron el
uso de antibidticos como una medida basica para el control de Salmonella en planteles

positivos a esta bacteria.

Desde el comienzo de la década de los ’90, cepas de Salmonella presentaron
resistencia a un rango amplio de antimicrobianos y actualmente, constituye un problema
de gran preocupacion a nivel mundial. Es por este motivo, que se ha incentivado a

buscar otras formas de control de este enteropatégeno (WHO, 2006).
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e Probiéticos

En la actualidad, se conoce como probiético a los microorganismos que
promueven un balance beneficioso de la poblacion de microorganismos autoctonos del
tracto gastrointestinal y dentro de ellos, los mayores representantes son las bacterias

acido lacticas.

A este tipo de biocontrolador se le reconocen variadas acciones beneficiosas,
como por ejemplo, beneficios nutricionales por la produccion de vitaminas y enzimas,
como también un efecto de mantencién de la integridad de la mucosa intestinal frente a

infecciones que causen diarrea (Holzapfel y Schillinger, 2002).

Higgins et al. (2007b), evaluaron la habilidad de un probiotico para reducir S.E.
o Salmonella Typhimurium (S.T.) en pollos de un dia de edad, siendo sus resultados
alentadores. En los grupos que recibieron probidtico se logré una reduccion
significativa (p<0,05) en la incidencia de S.E. en un 60 a 70% y de S.T. en un 89 a 95%.
Ademas, el tratamiento causé una reduccion significativa en el recuento de S.E. mayor
a 2,9 log;o de UFC en el contenido cecal. Los mejores resultados se obtuvieron 24 horas

post-tratamiento, comparado con 6 y 12 horas post-tratamiento.

e Exclusion competitiva

La definicion de exclusion competitiva corresponde a la definicion de probiotico,
pero las bacterias utilizadas corresponden a una o a pocas especies bacterianas de una

poblacion microbiana conocida (Patterson y Burkholder, 2003).

Para demostrar los efectos de la exclusion competitiva, Snoeyenbos et al. (1985),
realizaron un estudio en el cual pollos de un dia de edad fueron tratados con la
microflora y a los 3 dias de vida desafiados con S. Infantis via transmision horizontal.

Los resultados muestran disminucion en la incidencia de infeccion, ya que a los 53 dias
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de vida sélo 6 de 250 aves fueron positivas a la bacteria, mientras que en el grupo
control 46 de 50 aves estaban infectadas.

e Prebiodticos

Los prebidticos son ingredientes alimenticios que estimulan selectivamente el
crecimiento y la actividad de bacterias especificas en el intestino, usualmente
bifidobacterias y lactobacilos, con beneficios para la salud. En la préctica, son
carbohidratos de cadena corta que no son digestibles por enzimas humanas (Cummings
et al., 2001) ni animales (Thitaram et al., 2005).

Estas sustancias causan efectos benéficos, como por ejemplo, la modulacion de
flora coldnica por estimulacion de bacterias beneficiosas e inhibicién de bacterias no
deseables (Holzapfel y Schillinger, 2002). Thitaram et al. (2005) analizaron la adicion
de un prebiotico (isomaltooligosacérido) en la dieta de pollos experimentales desafiados
con S.T. a los 7 dias de edad. El prebidtico logré incrementar las bacterias acido lacticas
en el ciego (bifidobacterias) y, con esto se redujo en 2 logio la colonizacion por S.

Tiphymurium en el contenido cecal.

e Vacunacioén

En el sector avicola la vacunacion con vacunas vivas o muertas ha sido la
herramienta tradicional para el control de Salmonella. La eficacia de las vacunas es
medida por el nivel de colonizacién sistémica e intestinal y valores de mortalidad
después de la vacunacion e infeccion experimental usando rutas de administracion oral o
parenteral.  El nivel de proteccién depende de la cepa de desafio, la ruta de
administracion, la dosis de infeccién, la edad del ave y la especie/linea del ave. En
consecuencia, es dificil comparar estrictamente la eficacia de las vacunas actualmente
disponibles (Barrow, 2007).
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Las vacunas muertas (inactivadas) han sido usadas para el control de infeccion de
salmonelas tificas y no tificas (S.E., Salmonella Tiphymurium, etc.), con variados
resultados en relacion a la diseminacion fecal y colonizacion del intestino y érganos

internos (Barrow, 2007).

Woodward et al. (2002) analizaron la eficacia de una vacuna muerta (Selenvac,
Intervet) contra S.E. en aves de postura. Para ésto, disefiaron 2 protocolos de
vacunacion, en el primero de ellos se vacund a las aves el primer dia de vida y a las 4
semanas, Yy en el segundo se agregd una tercera vacunacion a las 18 semanas de vida.
Las aves se dividieron en grupos que fueron desafiados y evaluados a distintos tiempos
(8 dias de vida, 17, 23, 30 6 59 semanas). La primera variable medida en el estudio, fue
el peso del ave después del desafio con la bacteria. En relacién a este punto, en todos
los grupos el peso promedio disminuyé a los 7 dias post-infeccion y, generalmente las
pérdidas de peso fueron mayores en los grupos controles (no vacunadas) que en los
grupos vacunados, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas. La
segunda variable fueron los signos clinicos observables después del desafio. Los
resultados demostraron que en todos los grupos la vacunacién redujo los signos clinicos
(diarrea, malestar general, debilidad) en comparacion con los controles, siendo los

signos mas evidentes en los pollos jovenes.

En cuanto a la eliminacion de la bacteria (medida mediante hisopados cloacales),
colonizacion sistémica y contaminacion de huevos, los resultados fueron diferentes
dependiendo del protocolo de vacunacion. Cuando la vacunacion fue al primer dia de
edad y a las 4 semanas, s6lo el 26% de las aves fueron positivas a S.E. al analizar
hisopados cloacales, v/s su control con 46% de positividad; en cuanto a la colonizacion
de tejidos sélo se encontraron 12,5% de aves positivas comparado con el 28% en el
grupo control y la contaminacion de los huevos disminuy6 hasta un 7,4% en la cascara y
hasta un 8,3% en el contenido del huevo. Cuando se agreg6 una vacunacion mas a las
18 semanas de edad, la diseminacion de la bacteria no tuvo disminuciones
estadisticamente significativas; en la colonizacion de tejidos, hubo una disminucion

significativa (p<0,001) alcanzando valores de 5,8% de positividad v/s un 37,9% de
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muestras positivas en los controles. En la variable huevos, se encontré un 5,4% de
cascaras positivas a la bacteria y un 3,6% de contenido del huevo positivo v/s los
controles con 16,7% de positividad a la bacteria en las cascaras y un 20,2% en el

contenido de los huevos.

A pesar que las vacunas muertas pueden presentar relativa eficiencia en la
reduccion de Salmonella, las vacunas vivas tienen algunas ventajas, como es la
estimulacion del sistema inmune humoral y celular, mientras que las vacunas muertas
estimulan principalmente la produccion de anticuerpos. Por otra parte, el hecho que la
bacteria esté viva, le permite replicarse al interior del hospedador, expresando asi todos
los antigenos que le caracterizan, mientras que, en las vacunas muertas, esta situacion no
ocurre. La sobre expresion de antigenos de S.E. es capaz de incrementar la proliferacion
de linfocitos en gallinas de postura y con ello, aumentar la inmunidad de tipo celular.
Ha sido extensamente aceptado que la inmunidad mediada por células es mas importante

que la respuesta humoral para la proteccién contra Salmonella (Barrow, 2007).

Para comprobar la efectividad de las vacunas vivas, Chacana y Terzolo (2006)
evaluaron la proteccion conferida por una vacuna viva de S.E. contra Salmonella
Gallinarum, ya que se conoce que las vacunas producen proteccion cruzada entre los
mismos serogrupos (D1). Los grupos de aves fueron vacunadas con diferentes
protocolos de vacunacion con variaciones en la via de administracion (oral o
subcutanea) y el nimero de “booster” de la vacuna, pero siempre comenzando el primer
dia de vida. Cuando el desafio de las aves fue a las 28 semanas de vida, la eliminacion
fecal de la bacteria disminuy6 significativamente (p<0,0001) de un 100% a un 23 6
12% dependiendo del protocolo de vacunacion y, la mortalidad disminuyo hasta en un
100%. Cuando las aves fueron desafiadas a las 52 semanas, todas murieron y
presentaron invasion de la bacteria en 6rganos internos. Los autores consideraron que
este problema se solucionaria aumentando la cantidad de “booster”, ya que el tltimo que

recibieron las aves fue a las 30 semanas.
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Los programas de vacunacion en aves, generalmente, se basan en la vacunacion
de las aves reproductoras, debido a que durante la primera semana de vida, los pollos
son susceptibles a variados patogenos. Durante los primeros 7 dias de vida el sistema
inmune adn no esta totalmente desarrollado, por lo tanto los anticuerpos maternos serian

su primera proteccion en contra de antigenos especificos (Hamal et al., 2006).

Las aves transmiten sus anticuerpos maternos a su progenie. En los pollos hay
tres clases de anticuerpos, Ig Y (Ig G en mamiferos), Ig A e Ig M. En términos
moleculares y de estructura, estas Ultimas son similares a las inmunoglobulinas
mamiferas. En cambio Ig Y, se considera equivalente pero no igual a la Ig G mamifera
(Hamal et al., 2006).

Hamal et al., (2006), estudiaron la transferencia de Ig Y, Ig A e Ig M, desde
madres Broiler a su descendencia, determinando ademas la persistencia de los
anticuerpos maternos y el comienzo de la produccién enddgena por parte de los pollos.
Los resultados obtenidos indican que en madres, yemas, huevos y pollos, la Ig Y es la
inmunoglobulina predominante en todos los grupos, seguida de la Ig M y por Gltimo la
Ig A. En cuanto a la cuantificacién plasmatica de la Ig Y en los pollos, los autores
describen niveles fluctuantes, tendientes a la baja en los primeros dias (dia 3: 1,6 mg/ml,;
dia 7: 1,0 mg/ml y dia 14: 0,8 mg/ml), para volver a recuperar su concentracion el dia 21
(1 mg/ml, correspondiente a la produccién enddgena de la inmunoglobulina). EI patrén
de Ig A e Ig M indica que en el dia 7, las concentraciones estan en un rango alto, lo que
demuestra que en este dia la produccion enddgena ya ha comenzado. Es asi como,
basado en los cambios cronoldgicos de los niveles de Ig en la circulacién, Ig M es la
primera que se comienza a producir endégenamente, seguida por la Ig A y por altimo la
Ig Y. Por Gltimo, se midi6 el porcentaje de anticuerpos transferidos de la madre al pollo;
la Ig Y se transfirio en un 27 a 30%, mientras de las Ig A e Ig M lo hicieron en menos de
1%, lo que determina que la Ig Y es un indicador directo de la transferencia de

anticuerpos maternos.
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Estos autores también midieron las concentraciones plasmaticas de 2 anticuerpos
contra patdgenos especificos, correspondientes a anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle y Bronquitis infecciosa aviar. Los dos tipos de anticuerpos maternos se
encontraron en concentraciones altas en el dia 3, decrecieron para el dia 7 y en el dia 14,
no pudieron ser cuantificados. En el caso de los anticuerpos contra la enfermedad de
Newcastle y Bronquitis infecciosa aviar, estos se transfirieron entre un 31 y un 41%
(Hamal et al., 2006).

Respecto a la capacidad protectiva de los anticuerpos maternos, en pollos, frente
a una infeccion con S.E., los trabajos indican resultados variables. En 1994 se estudio el
uso de vacunas vivas y vacunas muertas contra S.E. fagotipo 4 en gallinas ponedoras.
Para ésto, se consideraron grupos de aves vacunadas con vacuna viva, con vacuna
muerta, 0 con una combinacion de ambas. Como resultado se obtuvo que el aislamiento
de S.E. tanto en las cascaras como en el contenido del huevo fue significativamente
menor en los huevos provenientes de aves vacunadas, siendo la combinacion de vacuna
viva con vacuna muerta lo que otorgé mayor proteccién a las ponedoras (Nassar et al.,
1994).

Otros autores sefialan que la vacunacion materna con vacunas muertas no reduce
significativamente la excrecion de Salmonella en la progenie, aunque si reduce la
mortalidad (Barrow, 2007).

Avila et al. (2006) estudiaron el efecto de la vacunacion materna en la infeccion
de pollos Broiler desafiados con S.E. en el primer dia de vida. Para ésto, se utilizaron 3
grupos de reproductoras; un grupo control, que no fue vacunado (VAC-CTL), un grupo
de aves vacunadas intramuscularmente a las 12 y 16 semanas de vida (VAC-IM) vy el
ultimo grupo, el cual fue vacunado intraperitonealmente a las 12 semanas e
intramuscularmente a las 16 semanas de vida (VAC-IP). Para este estudio se utilizd una
vacuna comercial inactivada. El desafio para cada uno de los grupos se realizé mediante
pollos “sembradores” (“seeder” para transmision horizontal), infectados con distintas

dosis de S.E. y enfrentados a las aves susceptibles a distintos tiempos. La efectividad
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evaluada por bacteriologia cuantitativa (UFC/g) de ciego e higado a los 3, 5y 7 dias
post-infeccion (p.i) demostré que no hay diferencias importantes en el nimero de ciegos
positivos ni en la cuantificacion de Salmonella spp. en los pollos de madres vacunadas
(promedio 7,8 log;p UFC) y de madres no vacunadas (7,15 logip UFC), por ende se
infiere que la vacunacion materna no tuvo efectos en cuanto a la colonizacion en el
ciego. La evaluacion del higado como indicador de la infeccion sistémica demostré que
esta depende de la dosis de S.E. recibida y del tiempo transcurrido entre que las aves
fueron colocadas en sus unidades y enfrentadas al desafio. Asi, las aves que recibieron
altas dosis (1,6 x 10® UFC) y expuestas en un corto tiempo muestran rapidamente
infeccion sistémica, en cambio en los grupos que recibieron menores dosis (1,8 x 10° 6
1,2 x 10* UFC) y a un mayor tiempo de espera, la infeccion sistémica se present6 a los 5
y 7 dias p.i. En los grupos que recibieron las menores dosis hay un efecto significativo
de la vacunacion materna a los 5 dias p.i. Los autores describen que solo el 41,7% de las
aves VAC-IP muestran la bacteria en el higado, en cambio los VAC-CTL y los VAC-IM
muestran el 100% de positividad. A los 7 dias p.i. no se observaron diferencias

significativas, probablemente por la baja cantidad de anticuerpos maternos.

Otro estudio se realiz6 para verificar los resultados de la vacunacion con
bacterina Layermune (Biomune vaccine), vacuna disefiada para brindar proteccion
contra S.E. Se realiz6 vacunacion a gallinas de 12 y 18 semanas de edad y transcurrido
21 semanas fueron recogidos los huevos e incubados para el desarrollo de la
investigacion. El desafio se realizd mediante transmision horizontal a los tres dias
después de la eclosion. Las aves sembradoras fueron infectadas con 10° UFC de S.
Typhimurium o S. Heidelberg. A las 2, 4 y 6 semanas después del desafio, se
escogieron aves al azar para ser eutanasiadas y realizar un analisis bacteriologico
cuantitativo (UFC/ml) de ciego. Los resultados fueron concluyentes; aunque la
vacunacion materna fue efectiva al evaluar titulos de anticuerpos contra S.E en pollos y
gallinas, los anticuerpos no tuvieron impacto en la colonizacién cecal de las aves
evaluadas (4,2 logi;p UFC/ml en el control v/s 4,4 logio UFC/mI) (Chambers y Lu, 2002).
Una explicacion para estos resultados es que la vacunas muertas contra Salmonella

puede proteger a los pollos contra la invasion de drganos internos pero falla en el
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control de la colonizacion intestinal, responsable de la diseminacion del patdgeno
(Cerquetti y Gherardi, 2000).

En el afio 1968, Solomon ya planteaba la idea de que los anticuerpos no parecen
ser protectivos en infecciones por Samonella en las aves (Solomon, 1968) y, en 1973 se
demostraba que los anticuerpos maternos de ambas clases, 1g Y e Ig M son transmisibles
al embrion (Kramer, 1973), pero no se vié ninguna evidencia de que éstas produzcan

proteccion.

Actualmente, los programas de vacunacion contra Salmonella usando vacunas
muertas en las reproductoras y una vacuna viva a temprana edad en la vida de su
progenie ha ganado popularidad en la industria avicola. Sin embargo, existiria una
potencial interferencia con las inmunoglobulinas maternas que neutralizarian la vacuna
viva dada tempranamente. Por esta razén, en el afio 2007, Bailey et al. realizaron un
estudio para evaluar la efectividad de la vacunacion temprana con una vacuna viva de
Salmonella en presencia de anticuerpos maternos. El desafio con Salmonella se realizé
a los 3, 13 y 34 dfas con 1 ml de una suspension de 10°-108 UFC/ml de S.E. y S.T. La
respuesta inmune humoral intestinal (Ig A e Ig G) también fue medida en los dias
nombrados anteriormente y el recuento de Salmonella fue medido a los 7 dias post
desafio. La vacunacion de las reproductoras consistié en una vacuna muerta de S.E. o
una vacuna muerta trivalente (S. Heidelberg, S. Kentucky y S. Berta) colocada a las 40 y
43 semanas de vida, y los huevos se retiraron a las 46 semanas. Al nacer, algunos pollos
recibieron una vacuna viva de S.T. La experiencia demostré que no hay efectos
protectivos de los anticuerpos maternos, excepto cuando se combina con una vacuna
viva dada a la progenie. Esta combinacion resulta en la reduccién de la invasividad
después del desafio, demostrado por la reduccion del recuento de Salmonella en el
“pool” de organos. Ademas, con esta experiencia se demostré6 que la Ig G es la
inmunoglobulina materna prevalente y ademas que las dos dosis de la vacuna muerta en
las reproductoras inducen Ig G pero no Ig A en la progenie. Por otra parte, los
investigadores no fueron capaces de demostrar interferencia con los anticuerpos

maternos en el tratamiento temprano con la vacuna viva.
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Aunque han sido variadas las medidas de control utilizadas por el sector avicola
aun no se ha conseguido la disminucién necesaria en los recuentos bacterianos ni en la
incidencia de la infeccion por S.E. Es por este motivo que hoy en dia aparecen diversas
alternativas de control, como es el uso de bacteriofagos. Estos Gltimos han renacido

como una interesante alternativa con resultados promisorios en el control de la bacteria.

BACTERIOFAGOS

Los bacteri6fagos son virus que infectan células bacterianas. Su naturaleza
general es similar a otros virus, ya que constan de un acido nucleico (ADN o ARN) y
una cubierta proteica; algunos contienen lipidos en su envoltura La taxonomia de los
bacteriéfagos se basa en su forma y en su tamafio, como también en su acido nucleico,
constituyendo el orden Caudovirales y 3 familias, Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae (Dabrowska et al., 2005). La mayoria de ellos contienen como &cido
nucleico ADN que puede ser de cadena doble o simple, o bien ARN, de cadena doble o
simple (Skurnik y Strauch, 2006).

La historia de su descubrimiento ha sido controvertida, ya que decidir cual
investigador los descubrié primero fue producto de largos debates. En 1896 un
bacteridlogo inglés, Ernest Hankin, sugiri6 que una sustancia no identificada en las
aguas de unos rios en India, era responsable de una actividad antimicrobiana que
evitaba la diseminacion de una bacteria (actualmente Vibrio cholerae). Dos afios
después, Gamaleya, bacteridlogo ruso, observo un fenémeno similar mientras trabajaba
con Bacillus subtilis. Fue el médico bacteridlogo Frederick Twort, quien casi 20 afios
después de la observacion de Hankin, reporta un fendmeno similar y plantea la hipotesis
que puede deberse a un tipo de virus, dentro de otras posibilidades. Por diversos motivos
este investigador no pudo seguir con sus estudios, y pasaron 2 afios mas para que los
bacteriofagos fueran oficialmente descubiertos por Felix d’Herelle, microbiologo del
Instituto Pasteur de Paris. El descubrimiento de d’Herelle se realizé gracias al estudio

de severos brotes de disenteria hemorragica en tropas francesas en Maisons-Laffitte
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(Paris) ocurridos en 1915. Una parte de sus estudios fue buscar una vacuna contra la
bacteria causante de la disenteria; sembré muestras de heces de los pacientes en agar
para realizar observaciones acerca del crecimiento de la bacteria. En estos cultivos, el
microbidlogo observd unas pequefias areas transparentes carentes de desarrollo
bacteriano, a las que denomind “taches” o placas. Un afio después, el investigador con su
esposa deciden nombrarlo como bacteriéfago, nombre formado por bacteria y fago,
tratando de dar a entender que el fago devora o come bacterias (Sulakvelidze et al.,
2001).

Este tipo de virus, predadores de bacterias, se pueden encontrar en forma
abundante en todos los habitat donde se encuentren sus hospederos, asi se ha estimado
que por cada célula bacteriana hay 10 bacteriéfagos (Skurnik y Strauch, 2006).
Estimaciones de la frecuencia de los fagos en hébitat acuaticos indican que su nimero
total es aproximadamente 10 particulas virales (Dabrowska et al., 2005). Es por esta
razon que algunos investigadores sugieren que los fagos pueden jugar un rol en la
mantencion de la diversidad de comunidades naturales de bacterias (Brockhurst et al.,
2006).

Ademas de encontrarse en diversos ambientes, también se les ha descrito en
seres vivos, por ejemplo, se les puede encontrar en piel, saliva, heces y sangre. Los
bacteri6fagos son comunes en el tracto gastrointestinal y junto con sus bacterias
hospederas, son un importante componente de la flora del intestino (Dabrowska et al.,
2005).

Los bacteriofagos pueden presentar dos efectos sobre las bacterias: producir su
lisis (fagos liticos, ciclo litico), o bien introducir su material genético en el genoma
bacteriano quedando en condicion de latencia o profago por prolongados periodos (fagos

lisogénicos, ciclo lisogénico) (Skurnik y Strauch, 2006).
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Dentro del ciclo litico se pueden distinguir las siguientes etapas (ver figura N°1):

1.- Adsorcion del bacteriofago a la célula bacteriana a través de un receptor especifico:
capsula bacteriana, diferentes partes del lipopolisacarido (LPS), flagelos, fimbrias y
proteinas de superficie. La bacteria sin su receptor especifico no puede ser atacada.

2.- Inyeccion del &cido nucleico al interior de la bacteria.

3.- Expresion de los genes virales tempranos del bacteridfago y sintesis de las proteinas
tempranas, la mayoria implicada en la replicacion del genoma del virus y en
disminuir la biosintesis bacteriana, disminuyendo la sintesis de ARN y proteinas.

4.- Replicacion del genoma del bacteriofago.

5.- Expresion de las proteinas tardias del bacteriofago implicadas en la formacién de
nuevas particulas virales y lisis de la bacteria hospedera.

6.- Ensamblaje de las particulas virales (cabeza, cola y genoma).

7.- Lisis de la bacteria hospedera y liberacion de la nueva progenie de bacteri6fagos.

Figura N° 1: Ciclo litico de un bacteriéfago

: i
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Fuente: http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/L/Luria.html, 2004.

La habilidad de los bacteri6fagos de lisar bacterias al final de su ciclo es la piedra

angular que sustenta la idea de usar los bacteriofagos como agentes terapéuticos
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(Skurnik y Strauch, 2006). La fagoterapia tiene diversas ventajas y desventajas. Dentro
de las ventajas se describen:

Crecimiento exponencial de las particulas virales con una dosis, ya que el fago se
multiplica en el sitio de infeccion bacteriana. El tipo de cinética de los fagos se
diferencia de los antimicrobianos en su capacidad de replicacion, con lo cual se logran
efectos sélo con un pequefio in6culo inicial. Al respecto, se pueden distinguir
infecciones fégicas primarias, o sea infeccion de la bacteria por el indculo inicial
(fagoterapia pasiva) e infecciones fagicas secundarias, entendiendo ésta como la
infeccion de las bacterias por los bacteriéfagos producidos de las lisis de células ya
infectadas (progenie viral). EIl incremento en el nimero de bacteriéfagos via replicacion,
se denomina fagoterapia activa. La cinética de la terapia activa, tiene un paralelismo con
la dinamica de poblacion de modelos ecologicos predador-presa y de modelos

epidemioldgicos huésped-paréasito (Payne y Jancen, 2003).

Alta especificidad frente a células bacterianas. Algunos estudios de toxicidad en
animales de experimentacion (pollos, ratones) se han realizado con fagos, no mostrando
efectos toxicos ni reacciones adversas en los animales (Gill et al., 2006; Xie et al.,
2005). Ademas, se le reconoce ser inocuo para el hombre, toda vez que recientemente
se aprobo el uso como aditivo en alimentos de consumo humano (Bren, 2007). Se han
realizado estudios de ingenieria genética para corroborar si un bacteriéfago puede entrar
y lisar a una célula mamifera. Para ésto, se ha introducido en el genoma fagico un gen de
una proteina de un adenovirus capaz de adherirse a integrinas (receptor) presentes en
células eucariotas. Si bien, el fago hibrido logré entrar a la célula mamifera, no fue
capaz de replicarse, con lo que se pudo concluir que la especificidad del fago no es
dada sélo por un receptor especifico, sino también por la maquinaria enzimatica
bacteriana (Dabrowska et al., 2005). Gorski et al., (2003), plantean una hipdtesis sobre
la accién beneficiosa de ciertos bacteriofagos en células cancerigenas. Observaron que
fagos que contienen una proteina en particular, son capaces de adherirse a integrinas
presentes en células de melanoma murino y humano, donde la unién indujo una

inhibicién de la metastasis “in vitro”.
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Mantencion de bacteriéfagos por largos periodos en la circulacion sanguinea. En 1996,
Merril et al., descubren bacteridfagos mutantes, denominados “bacteriéfagos de larga
circulaciéon” que son capaces de resistir la accion del sistema reticulo-endotelial
(encargado de la remocién de los virus del hospedero), situacion que les permitiria

mantenerse activos por mayor tiempo en circulacion.

Reduccion de infecciones secundarias. Segun Sklar y Joerger (2001), es posible que el
tratamiento con bacteriofagos reduzca la incidencia de infecciones secundarias bajo
ciertas condiciones. En el estudio realizado por Xie et al. (2005) el grupo de pollos
tratados con bacteriofagos mostrd resistencia a otras enfermedades intestinales, como
por ejemplo infeccion de la bursa. En este caso, la explicacion podria ser que el
tratamiento con bacteriofagos es tan especifico que no afecta otros microorganismos, lo
que mantiene un favorable balance de la flora bacteriana intestinal (Xie et al., 2005).

Resistencia bacteriana. Las bacterias pueden generar mutaciones que expresen
resistencia frente a los fagos liticos (Carlton, 1999). Respecto a este tema, Skurnik y
Strauch (2006) sefialan que en una poblacién bacteriana de 10° a 10° bacterias, hay una
alta posibilidad de encontrar bacterias mutantes fago resistentes, cuyo receptor mutado
no es reconocido por el virus. Esta situacion no siempre es desventajosa, ya que si el
receptor mutado correspondiera a un factor de virulencia (por ejemplo LPS), la bacteria
podria disminuir e incluso perder su virulencia. Por otra parte, los fagos también
experimentan mutaciones y algunos pueden actuar sobre las mutaciones bacterianas. Por
ejemplo, la cola mutada de un fago puede envolver a un receptor mutado de una
bacteria, 0 el ADN mutado de un fago puede escapar de la lisis por endonucleasas de
bacterias mutadas. También se ha desarrollado la estrategia de administrar mezclas de
fagos, con lo cual se minimiza la posibilidad de que la bacteria desarrolle resistencia a
un bacteriofago en particular y a su vez de encontrar alguna bacteria fago resistente. En
relacion a este tema, los antibioticos tienen una clara limitacion, ya que son estables,
quimicos inmutables, y por lo tanto no son capaces de adaptarse a mutaciones

bacterianas y por ende, se vuelven obsoletos (Carlton, 1999).
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La utilizacion de bacteriéfagos también presenta desventajas:

Se debe usar bacteriéfagos solo cuando exista una concentracion bacteriana alta para
que estos puedan replicarse y lisar las bacterias. Si se administran de forma apresurada
tenderan a inactivarse por falta de bacterias y se necesitardn mayores concentraciones

posteriores (Payne y Jancen, 2003).

Los bacteriofagos son capaces de inducir respuesta inmune humoral y celular en los
organismos Vivos. Se han encontrados anticuerpos neutralizantes contra bacteriéfagos
en el suero de distintas especies animales y calostro de vacas que no han sido
estimuladas por fagoterapia. Solo algunos bacteri6fagos son antigénicos y presentan
altas frecuencias de anticuerpos anti-fago, situacion que pareceria ser una desventaja en
la fagoterapia. La reaccion fago-anticuerpo depende del tiempo y la dosis de fagos
(Dabrowska et al., 2005), asi Carlton (1999) sugirié administrar altas dosis de fagos

para compensar la neutralizacion por los anticuerpos.

Los bacteriéfagos también acttan con el sistema inmune innato. Esta interaccion es
muy importante para su remocién en organismos superiores, pudiendo dar origen a baja
eficiencia de la fagoterapia (Dabrowska et al., 2005). Se reconoce que este puede ser el
mayor problema en la eficacia de la terapia ya que se ha demostrado que una vez
administrados los fagos, éstos se reducen en mas del 90% en el sistema circulatorio y,
aungue se ha postulado que los anticuerpos pueden ser el mayor factor de eliminacion de
los fagos, se ha determinado en ratones nunca expuestos a bacteriofagos, que el
sistema reticulo-endotelial es suficiente y altamente efectivo en la remocion de los
bacteriofagos (Merril et al., 1996).

Existencia de barreras fisico quimicas que disminuyen la interaccion bacteria-fago. Un
ejemplo de ello se ha observado en terapias donde el fago ha sido administrado via oral,
donde el ambiente gastrointestinal determina que no se produzca el encuentro efectivo
entre el bacteriéfago y la cepa desafio (Sklar y Joerger, 2001), ya que el bacteriéfago

puede tener problemas estructurales por las enzimas y condiciones de pH que se
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encuentran en el tracto gastrointestinal (Higgins et al., 2007a). Sin embargo, existen
experiencias en las cuales los bacteriéfagos no fueron inactivados en el tracto
gastrointestinal y se pudieron replicar exitosamente en su hospedero (Toro et al., 2005).
De todas formas, la neutralizacion acida del estdmago antes de la administracion de los
bacteriéfagos parece ser un importante factor para la viabilidad de ellos (Atterbury et
al., 2007; Higgins et al., 2007a). Estudios han demostrado que la translocacién de los
bacteriofagos a la sangre es menos efectiva cuando provienen del estbmago que cuando
provienen de otras secciones del tracto gastrointestinal. Se conoce que algunos
bacteridéfagos no pueden persistir si se exponen a pH 2 y frente a pH 3 a 7 disminuye su
titulo. Sin embargo, la sensibilidad a bajos valores de pH depende del tipo de

bacteriofago (Dabrowska et al., 2005).

En el caso de las bacterias de vida intracelular, como Salmonella, ésta al invadir su
célula blanco, es protegida de la accion de los bacteriéfagos, por esta razon, es que en el
estudio de Sklar y Joerger (2001) donde realizan control de Salmonella a través de
fagoterapia, describen que la bacteria debe ser eliminada antes de invadir las células de

su huésped animal.

Al parecer, el pobre conocimiento acerca de la cinética de los fagos resulta ser otro gran
problema (Dabrowska et al., 2005), ya que se deben considerar ciertos parametros
criticos para la fagoterapia, tales como la tasa de adsorcién del fago, la cantidad de
replicaciones, el periodo de latencia, la dosis inicial de fagos y su eliminacién por el

sistema reticulo endotelial entre otros (Skurnik y Strauch, 2006).

Problemas en la percepcion de los consumidores en relacion a la presencia de un “virus”
en los alimentos. Esta situacion estaria siendo resuelta por Borysowski et al. (2006)
quienes estan utilizando como terapia, proteinas fagicas purificadas (endolisinas) que

son las responsables de lisar la célula bacteriana.
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Conociendo tanto las ventajas y desventajas de los bacteriofagos, Leviny Bull (2004),
plantean que la fagoterapia solo necesita bajar el nimero de bacterias infectantes a niveles
donde las defensas de los hospederos sean capaces de controlar la situacion y que es

necesario conocer algunos pre-requisitos antes de hacer ensayos en fagoterapia:

1.- La terapia no debe ser ocupada antes de que la biologia del fago en cuestion se
entienda bien en relacion a su hospedero.

2.- La preparacion del fago debe tomar en cuenta los requisitos de seguridad; es decir,
estar libre de bacterias y de sus componentes (endotoxinas).

3.- La preparacion de fagos deberia contener particulas fagicas infectivas, y por ende,
validar las condiciones de almacenamiento del producto.

4.- El receptor del fago deberfa ser conocido. En una poblacién bacteriana de 10° a 10°
bacterias hay wuna alta posibilidad de encontrar mutantes fago-resistentes
espontaneas, deficientes en el receptor o con un receptor alterado.

5.- La eficacia de la fagoterapia deberia ser analizada previamente en un modelo animal

ya que cada bacteriofago puede comportarse diferente in vivo.

» Investigaciones sobre el uso de bacteriofagos

El 18 de Agosto de 2006, la FDA (“Food and Drug Administration”) aprob¢ el
uso de una preparacion de seis bacteriéfagos liticos (LMP-102) para ser utilizado en
carnes y productos avicolas listos para comer (“Ready to Eat”), como un agente
antimicrobiano contra Listeria monocytogenes. Este es el primer paso de la FDA en la
regulacién del uso de bacteriéfagos como aditivos alimenticios, ya que ellos ya estaban
aprobados en Estados Unidos sélo para aplicaciones como pesticidas. Actualmente, aln

no esta permitido el uso de bacteriéfagos como “antibioticoterapia” (Bren, 2007).

Diversos estudios de fagoterapia se han realizado para el control de mdltiples

patogenos, tanto en alimentos como en el sector industrial y clinico. Estos estudios
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varian en cuanto a sus resultados, pero la mayoria de ellos tiene a su haber resultados

promisorios.

Leverentz et al. (2003) lograron reducir las concentraciones de Listeria
monocytogenes de melones y manzanas infectadas experimentalmente; para ello
ocuparon una mezcla de bacteriéfagos que logro reducir la contaminacion bacteriana de
2,0 a 4,6 unidades logaritmicas (logio) en los melones en comparacién con sus controles.

En las manzanas, la reduccion fue menor a 0,4 unidades logaritmicas (logio).

Por otra parte, dado que la carne bovina puede ser contaminada con E. coli 0157
durante el beneficio de los animales, se realizd un estudio en el cual el objetivo fue
eliminar la bacteria o reducir su incidencia. Para realizar la investigacion se inocularon
18 piezas de carne de vacuno con la bacteria y 9 de ellas fueron tratadas con una mezcla
de 3 fagos. Como resultado se obtuvo que en 7 de ellas hubo una completa reduccion de
la bacteria y en las 2 muestras positivas, los recuentos fueron menores a 10 UFC/ml
(O’Flynn et al., 2004).

Modi et al. (2001), estudiaron la habilidad de S.E. para sobrevivir en presencia
de bacteriofagos durante la produccion de queso Cheddar y su posterior
almacenamiento. Para ello, se inocul6 1 ml de una dosis de 10* UFC/mI de S.E. en leche
cruda y pasteurizada, la cual fue utilizada para el procesamiento del producto y, luego se
agregé 1 ml de los bacteriéfagos en una concentracion de 102 UFP/ml. Los resultados
demostraron que la adicion de fagos disminuyé el recuento bacteriano en 1 6 2 logo en
el queso procesado con leche cruda o pasteurizada y, después de 89 dias de
almacenamiento no se encontrd la bacteria en el queso proveniente de leche
pasteurizada. Sin embargo, en el dia 99 de almacenamiento, en los 2 tipos de quesos sin
tratamiento se encontré 10° UFC/g de S.E. y, en el proveniente de leche cruda con fagos
se obtuvo 50 UFC/g.

En el sector industrial avicola, se han empleado bacteriofagos como herramienta

para reducir Salmonella en carcasas de pollos Broiler. En una primera experiencia, se
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obtuvieron muestras de agua proveniente del enjuague de carcasas previamente
contaminadas con 0,5 ml de diferentes dosis de S.E. (0,92 x 10°, 10%, 10° y 10° UFC/ml)
y tratadas con 0,5 ml de diferentes dosis de bacteriéfagos (10° a 10'° UFP/ml). En una
segunda experiencia, las muestras fueron carcasas de pollos inoculadas con 31 UFC 6 20
UFC de S.E. y enfrentadas por via aerosol a una dosis de 5,5 ml del bacteri6fago que
vari6 entre 10* a 10*® UFP/ml. El resultado de la primera experiencia, fue que altas
concentraciones del bacteriéfago, 10*° UFP, reducen significativamente (p< 0,05) la
recuperacion de S.E., entre un 50 a 100% en relacion al control, sin considerar la dosis
de S.E. inoculada. En cuanto a la segunda experiencia, las carcasas contaminadas con
31 UFC de S.E. y tratadas con 5,5 x 10 UFP/mI de los bacteriéfagos (5,5 ml de
bacteriéfagos por carcasa), presentaron un 85% de reduccién en la frecuencia de
recuperacion de S.E. v/s el control. Cuando las carcasas fueron inoculadas con 20 UFC
de S.E. y tratadas con 5,5 x 10 0 10'® UFP/mlI del bacteriéfago (5,5 ml de bacteriofagos
por carcasa), la recuperacion de la bacteria se redujo en un 93%. Estos resultados
sugieren que es deseable ocupar altas concentraciones de bacteri6fagos; hasta el
momento no hay evidencias que sugieran no utilizar altas concentraciones de

bacteriofagos en seres vivos (Higgins et al., 2005).

Otro estudio dentro del mismo sector avicola es el realizado por Goode et al.,
(2003), quienes estudiaron la efectividad de una aplicacion de bacteriéfagos liticos en la
reduccion de Salmonella y Campylobacter en la piel de pollos. En la primera
experiencia, trozos de piel de pollo se inocularon en la superficie con S.E. en una dosis
de 10° UFC/ cm?y, a la mitad de éstas se les administré los bacteri6fagos (10° UFP/
cm?) también en la superficie. Para realizar la bacteriologia cuantitativa (UFC/g) se
obtuvieron muestras de tres areas de cada porcion de piel de pollo antes del tratamiento
y después de 24 y 48 horas post-tratamiento. Los resultados sefialaron que cuando se
administraron los fagos con una Multiplicidad de Infeccién de 1 (MOI, relacion de
cantidad de bacteriéfagos por cada bacteria), el recuento bacteriano decrecio
significativamente (p<0,01) desde 3,91 logio UFC/ cm? a 3,27 logyo después de 24 horas
y, a 2,96 logio UFC/ cm? después de 48 horas. En una experiencia posterior, piezas de

piel de pollos fueron inoculadas de la misma forma anterior con 3,7 logio/cm? de S.E. y
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los fagos fueron inoculados para alcanzar una MOI de 100 ¢ 1000. Los resultados
indicaron diferencias significativas (p<0,01), ya que en el grupo control se encontro 4,66
logio/cm?® de S.E., mientras que en los grupos tratados se obtuvo 2,83 y 1,92 logse/cm?,
respectivamente dependiendo de la MOI utilizada, siendo el recuento mas bajo el
correspondiente a la MOI mas alta. A continuacion, se realizd una tercera etapa en la
cual las piezas de piel fueron inoculadas con S.E. (10 UFC/cm?) y con fagos en una
MOI de 10°. En este caso el recuento promedio del grupo control fue de 2,03 logao,
mientras que en el grupo tratado no se aisld la bacteria. La experiencia con

Campylobacter jejuni demostro resultados similares.

Por ultimo, los autores demostraron que la aplicacién de bacteri6fagos
especificos para S.E. puede proteger a las carcasas contra la contaminacion con otros
serotipos de la bacteria. Para ello, inocularon piezas de piel de pollo con 10 UFC/cm? de
S. Heidelberg y S.E. y fueron tratadas con los fagos con una MOl de 10”. Los resultados
indicaron que el recuento de S. Heidelberg en el grupo control fue 2,07 log 1o/cm? y, en
el grupo tratado el recuento bacteriano fue 0. En el caso de S.E., esta disminuyo de 2,23
logio/cm? en el grupo control a 0,3 log 10/cm? en las piezas tratadas (Goode et al.,
2003).

En el ambito clinico también se han realizado estudios sobre fagoterapia. Por
ejemplo, se realiz6 un estudio para controlar la presencia intestinal de Campylobacter
jejuni en pollos Broiler. Loc Carrillo et al., (2005) inocularon pollos Broiler de 18 dias
de edad con 1 ml de una dosis de 3 logi a 8 logip UFC/ml de 2 diferentes cepas de
Campylobacter jejuni. EIl tratamiento con bacteri6fagos fue de 1 ml administrado por
via oral a los 25 dias de edad en dosis de 5, 7 y 9 logio UFP/ml. Las aves fueron
sacrificadas cada 24 horas y se realiz6 un recuento bacteriano y viral en el contenido
cecal y contenido intestinal. También se obtuvieron muestras de higado, corazon,
pancreas y rifidén, para conocer si es posible recuperar la bacteria o los bacteri6fagos a
partir de un homogenizado de estos 6rganos. En promedio, los resultados encontrados
arrojaron una reduccion en el recuento de C. jejuni entre 0.5 y 5 logiy UFC/g de
contenido cecal, dependiendo de la combinacion de fagos y cepas bacterianas,
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concentracion de fago y del tiempo transcurrido entre la ultima dosis de fago y las
necropsias. En cuanto a los titulos de bacteriéfagos encontrados en el contenido cecal
en los grupos tratados, estuvieron en el rango de 3,2 a 6,5 logiy UFP/g; esto es
consistente con los titulos encontrados en portadores naturales de bacteriéfagos (pollos
Broiler comerciales, rango entre 3 y 6,9 UFP/g de contenido cecal). En los 6rganos

internos no hubo recuperacion viral.

Este mismo afio, Xie et al. (2005), estudiaron el efecto del bacteriéfago Esc-A
contra la diarrea causada por Escherichia coli en pollos y lo comparan con una terapia
antibidtica. Para el ensayo utilizaron 3 grupos de 250 pollos cada uno. EI primer grupo
recibi6 10° UFP de bacteri6fagos via oral diariamente; el siguiente grupo recibid
Cloromicetina en una dosis de 1 mg/10g de peso; el grupo 3 no recibi6 tratamientos y
correspondid al grupo control. Los porcentajes de muerte y diarrea fueron medidos
durante 3 semanas. EIl grupo tratado con el bacteriéfago presenté menor (p<0,01)
incidencia de diarrea en comparacion con el grupo no tratado (26% v/s 51,6 %).
Durante la primera semana, el grupo que recibié bacteriéfagos presenté una mortalidad
de 1,2% mientras que el grupo control presentdé un 14%. En cambio, el grupo tratado
con el antibidtico fue menos eficiente, ya que las diarreas se presentaron en el 36% de
los animales con una mortalidad de 6%. En la segunda semana, el grupo tratado con
bacteriofagos no mostré diarrea, mientras que el grupo control y el grupo tratado con
antibidtico alcanzaron el 25%. El porcentaje de mortalidad en la segunda semana fue 5
veces mayor en el grupo no tratado (14,8%) en comparacién con el grupo que recibié la
terapia con bacteriofagos y dos veces mayor que el grupo control. En la tercera semana
del ensayo, sélo en el grupo tratado con antibidtico se observé diarrea y en ninguno de

los grupos hubo muerte por la bacteria.

Al afo siguiente (Septiembre 2006), se publicé un estudio en el cual el objetivo
fue evaluar la eficacia de la fagoterapia para controlar los casos ocurridos naturalmente
de mastitis subclinica bovina causada por Staphylococcus aureus durante el periodo de
lactancia en vacas Holstein en produccion. Para el tratamiento, los animales se

seleccionaron por su historial de recuento de células somaticas y mastitis por la bacteria
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implicada en el estudio. Los animales fueron asignados aleatoriamente para el grupo
tratado con bacteri6fagos o el grupo que recibio un placebo, y cada grupo separado por
partos, frecuencia de aislamiento de la bacteria, y nimero de cuartos afectados; ademas,
cada subgrupo se dividio en primiparas y multiparas. El régimen de tratamiento consistio
en 10 ml de una infusién intramamaria de bacteriéfagos, a una concentracién de 1,25 x
10' UFP/ml en solucién salina, por 5 dias consecutivos. El control negativo (placebo)
recibié una solucion salina por la misma cantidad de dias. Muestras de leche de cada
cuarto fueron colectadas asepticamente de todas las vacas tratadas entre los 2 y 7 dias, 9
a 14 dias, 16 a 21 dias y 23 a 28 dias despues del término del tratamiento. Los
resultados no fueron alentadores: en el grupo tratado con bacteriéfagos, el 16,7% de los
casos (cuartos) fueron negativos a la bacteria, mientras que en el grupo que recibid
placebo todos los cuartos fueron positivos.  Otro objetivo de este ensayo fue la
determinacion del efecto de los bacteriéfagos en cuartos mamarios sanos. Como
respuesta se obtuvo que el bacteriéfago siguié difundiéndose en la leche por mas de 36
horas post infusion, sin embargo, no hubo diferencias significativas en el nimero de
células somaticas entre los grupos que recibieron los fagos y los que recibieron un
placebo. A las 12 horas post tratamiento hubo un aumento significativo (p<0,002) en
las células somaticas entre los grupos tratados y no tratados, aumentando 3 log;o, cOMO

respuesta inmune a la administracion de fagos (Gill et al., 2006).

» Uso de bacteriofagos en infecciones por Salmonella spp.

Sklar y Joerger, en el afio 2001, realizaron un ensayo en el cual utilizan
bacteriofagos aislados desde aguas municipales, efluentes de campo y camas de pollos

para combatir S.E.

Los ensayos animales fueron 5 y se utilizaron pollos Broiler recién nacidos
vacunados contra S.E. e inoculados al primer dia de edad con la cepa desafio. Cada
ensayo considerd grupos con tratamiento con bacteriofagos y dos grupos controles; un

control negativo, el cual no fue infectado con S.E. nal" y no recibié bacteriéfagos y un
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control positivo que fue inoculado via oral con 10* UFC de S.E. nal" al dia de edad, pero
no recibieron el tratamiento con bacteridéfagos. Todas las aves fueron sacrificadas
mediante dislocacion cervical el dia 14 de edad, obteniendo muestras de ciegos. Se
estudiaron distintas variables para llegar a determinar cual era la mejor forma de
administracion de los bacteridfagos, que lograse una disminucién del recuento de S.E. en
ciegos. En el primero de sus estudios se midio el efecto de una dosis Unica de 4
bacteriéfagos en forma individual. Cada ave recibié via oral 10 UFP del respectivo
virus 3 horas p.i. con S.E. nal’.  Los resultados en este ensayo no demostraron
diferencias en el recuento de S.E. entre ciegos del grupo control y grupos tratados con
bacteriéfagos. Esto se explicaria porque la dosis de bacteriéfagos fue insuficiente. Para
contrastar este estudio, los autores investigaron el efecto de administrar una mezcla de
bacteriofagos. Para ello las aves fueron divididas en 2 grupos controles y 5 grupos con
tratamiento con bacteri6fagos; el grupo 1 recibié a través de la comida una mezcla de 3
bacteriéfagos en una concentracion entre 1y 2 x 10° UFP de cada uno de ellos. Tres
grupos recibieron el bacteriéfago en forma individual a través del alimento, a una
concentracion de 10’ UFP/g. El altimo grupo recibi6 la mezcla de fagos 3 dias antes de
la necropsia (y no 3 horas p.i. como los otros grupos). Se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos que recibieron bacteriéfagos (solos o en asociacion) y el
grupo control, sin embargo las diferencias en el promedio de UFC/g fue menos que 1

logio, valor que fue considerado escaso (Sklar y Joerger, 2001).

En el afio 2005 también se realiz6 un estudio ocupando una mezcla de
bacteriofagos, en dosis Gnica como agente terapéutico. Para esta experiencia se utilizd
una mezcla de 3 bacteridfagos liticos contra S.E. fagotipo 4 (PT4) que fueron aislados de
gallinas. Se infectaron 3 grupos de 30 aves en el primer dia de vida con cepas de S.E.
PT4 mediante el método de transmision horizontal para simular condiciones naturales;
las aves sembradoras (“seeder”) fueron infectadas con 102 UFC de la cepa desafio y se
mantuvieron 3 dias en contacto con el resto de las aves susceptibles. Posterior a los 3
dias, las aves “seeder” fueron eliminadas y se obtuvieron hisopados cloacales del resto
de las aves para conocer si existio transmision horizontal. En los grupos de aves

susceptibles se logro un rango de infeccion entre 93 a 100%. Posteriormente, al dia 7 de
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edad, fue administrada una dosis de cada bacteri6fago correspondiente a 10** UFP via
oral (“cocktail” de 3 bacteri6fagos). Cinco aves de cada grupo fueron sacrificadas y
necropsiadas cada 5 dias de intervalo (dias 5, 10, 15, 20 y 25 post tratamiento). La
experiencia demostro que el tratamiento con la mezcla de bacteriéfagos redujo 3,5 veces
las concentraciones de S.E. (UFC/g) en el contenido cecal de las aves comparado con el
grupo control, pero estas diferencias no fueron significativas, excepto para las muestras
analizadas en el dia 20 post tratamiento (p = 0,0620). Cuando se intento el aislamiento
de los bacteriofagos en los érganos (higado y bazo), las aves de los 3 grupos fueron
negativas, en cambio, en el ciego se encontraron los virus desde el dia 5 post tratamiento
al dia 20 (Fiorentin et al., 2005).

A diferencia de lo observado en fagoterapias de dosis Unica, los resultados
obtenidos cuando se administran varias dosis de bacteriéfagos como terapia suelen ser
diferentes. Toro et al., (2005) emplearon 3 bacteriéfagos especificos contra Salmonella
Typhimurium (S.T.) para reducir la colonizacion en pollos SPF experimentalmente
infectados. Las aves recibieron 6 dosis orales de 5,4x10° UFP/0,5ml/ave de una mezcla
de bacteridfagos desde el dia 4 de vida hasta el dia 10. En el dia 7 de edad, los pollos
fueron desafiados con 0,5 ml de una suspensioén de S.T. que contenia 2,4 x 10° UFC/ml.
El dia 11 de edad todas las aves fueron eutanasiadas, obteniendo muestras de contenido
y pared del ileon, y ciegos para bacteriologia cuantitativa (UFC/g) y un “pool” de
organos internos consistente en bazo e higado para bacteriologia cualitativa. Como
resultado se observd una reduccion del recuento bacteriano en el ileon de los pollos
tratados con bacteriéfagos, (1,1 UFC/ml v/s 81,8 UFC/ml en el control) y en los ciegos
(500 UFC/ml v/s 3000 UFC/ml en el control).

Dentro de otras variables medidas por Sklar y Joerger (2001) se encuentra el
efecto de diferentes rutas de entrega de los bacteriofagos. Para el estudio, un grupo de
aves recibid los bacteri6fagos mezclados con alimento, a una concentracién de 10’
UFP/g de comida administrada ad libitum durante toda la experiencia. El otro grupo
recibio los bacteriéfagos a través del agua de bebida puesta en plato durante solo los
primeros 4 dias de vida, a una concentracion de 10" UFP/ml. Los resultados no fueron
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significativos, pero la ruta de la comida parece producir los mas bajos promedios de
recuento cecal (0,9 x 10° UFC/g al administrarlos en la comida v/s 9,6 x 10° UFC/g al

administrarlos en el agua).

Uno de los factores mas relevantes en relacion al éxito de la fagoterapia se refiere
a la dosis viral administrada en relacion a la dosis bacteriana (multiplicidad de infeccion
0 MOI). Sklar y Joerger (2001) enfrentaron una mezcla de bacteri6fagos administrada
ad libitum durante la experiencia (2x10° UFP/g de alimento) frente a aves infectadas
con 10* UFC 6 10° UFC de S.E. Como resultado, se encontraron diferencias
significativas en el recuento promedio de S.E., entre los controles y las aves tratadas
con fagos e infectadas con 108 UFC de S.E. nal", no existiendo diferencia en las aves
infectadas con 10* UFC. Huff et al. (2006), también realizaron un estudio en relacién a
esta variable. Los autores desafiaron pollos de 7 dias de edad con 6 x10* UFC de E.coli
y a continuacion las aves fueron tratadas con diferentes titulos de bacteri6fagos (4 x 10°,
10°, 10* y 10® UFP). En una segunda experiencia, similar a la anterior, el desafio se
realiz6 con 9 x 10* UFC de E.coli 'y, el tratamiento con bacteriéfagos fue con 3 x 108,
10°, 10% y 10% UFP. Los resultados fueron similares en las 2 experiencias, ya que sélo la
dosis més alta de bacteriéfagos (10 UFP, MOI 10%) redujo la mortalidad desde 48 y

47% a 7% en ambos estudios.

Actualmente, se han publicado variados estudios en relacion a la fagoterapia, uno
de ellos fue el conducido por Atterbury et al. (2007), en el cual se utilizan bacteriéfagos
especificos contra diferentes serotipos de Salmonella que colonizan ciegos de pollos
Broiler. Para este estudio se seleccionaron bacteriéfagos especificos contra S.E.,
Salmonella Hadar y S.T. EIl ensayo se realizé en tres grupos de pollos, un grupo para
cada serotipo de Salmonella y, cada grupo fue dividido en cuatro subgrupos; el primero
de ellos fue el control de infeccion, el segundo grupo fue control de bacteriofagos y los
dos ultimos grupos recibieron el desafid y el tratamiento con los bacteriéfagos
correspondientes a cada serotipo de Salmonella. Los grupos desafiados, recibieron via
oral 1 ml de una suspension con 8 log;y UFC/ml a los 36 dias de edad. Los
bacteriofagos fueron administrados al dia siguiente y fueron inoculadas dos dosis, 9 6 11
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log;o UFP. Tres animales fueron sacrificados cada dia por 6 o 3 dias dependiendo de la
dosis de bacteriofagos inoculada y, de cada animal en particular se removieron los
ciegos para recuento bacteriano y de bacteriéfagos. Los resultados observados indicaron
que cuando se administré 1 ml de 9 log;o UFP/ ml de bacteriéfagos no hubo reduccion
significativa de la colonizacion de Salmonella en el ciego en ninguno de los grupos de
aves tratadas, a pesar de que hubo un incremento significativo en el titulo de los virus en
el contenido cecal después de 24 horas de la inoculacion. Cuando se inoculé 1 ml de
una suspension de bacteriéfagos con una concentracion de 11 log;o UFP/ml, se sigui6
el tratamiento por sdlo 3 dias y, con esta dosis se obtuvieron reducciones significativas
en la colonizacién cecal por S.E. (1,53 + 2,38 UFC/g v/s control 5,77 + 1,85 UFC/g) y
por S.T. (3,48 + 1,88 UFC/ g v/s control 5,67 + 0,41 UFC/g). No hubo reduccion
significativa entre el grupo tratado y el grupo control cuando el desafio fue con

Salmonella Hadar.

Otro estudio reciente, lo constituye la investigacion realizada por Higgins et al.
(2007a). En este trabajo se seleccionaron una mezcla de bacteriofagos adaptados al
ambiente gastrointestinal, los cuales fueron evaluados in vivo en pavos desafiados con
S.E. En la primera experiencia, un grupo de aves fue desafiado con 10* UFC de S.E. via
oral y recibieron 2,5 x 10° UFP de la mezcla de fagos por la misma via. A su vez,
otro grupo recibid hidroxido de magnesio 30 minutos antes del tratamiento con
bacteriofagos como “buffer” para controlar la acidez del proventriculo. Diez pavos de
cada grupo fueron eutanasiados a las 6, 12, 24 y 48 horas después del tratamiento, con el
fin de obtener muestras cecales para bacteriologia cuantitativa (UFC/g). En la segunda
experiencia los pavos recibieron una dosis de 1,6 x 10* UFC de S.E. y 48 horas después
7,5 x 10° UFP de bacteriéfagos. Un grupo recibié bacteri6fagos mas hidréxido de
magnesio y otro lo mismo, con la diferencia que éste recibi6 la mezcla de virus durante
24 horas cada 6 horas. Al dia siguiente las aves fueron eutanasiadas para calcular
UFC/g de S.E. en el contenido cecal. Los resultados demostraron que en la primera
experiencia hubo una baja en los recuentos bacterianos, pero las diferencias no fueron
significativas en ninguno de los tiempos medidos. Adicionalmente, 48 horas post

tratamiento el grupo control declind las UFC/g de 21,329 a 5,189 y en el grupo que
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recibid los bacteriéfagos en combinacion con el “buffer”, S.E. aumentd, de 4,064 a
227,527 UFC.

En los resultados de la segunda experiencia tampoco se obtuvieron diferencias
significativas, por lo que la administracion de los bacteriéfagos en forma repetida no
redujo la recuperacion de S.E. Los autores postulan como explicacion que la interaccion
del buffer con los bacteriofagos no permitié que estos se pudieran adherir a sus células
hospederas y proliferar. El por qué no funciond la repeticion de las dosis de los
bacteriéfagos, pudo darse por el estrés que sufrieron los animales por las
administraciones repetidas y, posiblemente por la inmunosuprecién del grupo; ademas
hubo cambios de comportamiento como canibalismo, lo cual no sucedié en los otros

grupos (Higgins et al., 2007a).

Ensayos in vitro e in vivo se han realizado para comparar distintos bacteriéfagos
en su habilidad para reducir S.E. Filho et al. (2007), compara bacteriéfagos aislados
desde granjas de pollos comerciales y de plantas de tratamiento de aguas municipales,
solos o en combinacién con probidticos. En el primero de los experimentos, se
estudiaron los bacteriéfagos producidos in vitro; para ello cada cultivo contuvo 8 x 10°
6 8 x 10° UFC/ml de S.E. y un ml de los diferentes aislados de bacteriéfagos en
diluciones que estuvieron en un rango de 10° a 10° UFP/ml. En los resultados, se reveld
que usando la dosis de 10° UFC/ml, tanto los bacteriéfagos provenientes de pollos
comerciales o de plantas de tratamiento de aguas en todas sus diluciones, fueron capaces
de reducir significativamente la bacteria (p<0,05) en comparacion con el control, en
cambio, cuando se utiliz la dosis de 10° UFC/m, sélo las diluciones de bacteriéfagos
provenientes de pollos comerciales fueron capaces de reducir significativamente la
bacteria después de 2 horas de incubacion, no asi después de 6 horas. Sin embargo, los
bacteriofagos provenientes de plantas de tratamiento de aguas, en todas sus diluciones
fueron eficaces al reducir S.E. en 5 a 6 log 10, después de 2 0 6 horas de incubacion vy, al
colocar 10° UFP/ml de los virus en el cultivo con la bacteria, la recuperacion de esta fue

nula.
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En la segunda experiencia se utilizaron pollos de un dia de edad, los cuales
fueron desafiados con 3 x 10° UFC de S.E. via oral. Las aves se dividieron en 4 grupos;
el primero fue el control, por lo que no recibié tratamiento. EIl segundo recibio
cloacalmente los bacteriéfagos de plantas de tratamiento de aguas en una dosis de 10°
UFP/pollo, una hora después del desafio. El tercer grupo fue tratado con la misma dosis
y via de bacteriéfagos, pero ademés se agregé 2 x 10° UFC de probiético via cloacal 2
horas después del desafio. EI Gltimo grupo recibi6 sélo el probidtico via cloacal (2 x 10°
UFC) 2 horas post desafio. Los animales fueron eutanasiados 24 horas después del
tratamiento, se recolectaron las tonsilas cecales para analisis cualitativo de la bacteria.
En cuanto a los resultados, estos demostraron que ambos tratamientos, bacteriéfagos o
probidtico, reducen significativamente la recuperacion de la bacteria (p<0,05) en
relacion con el control (control: 80%; bacteriéfagos: 36%; probiotico: 48%). Cuando los
tratamientos son dados en conjunto, también hubo una reduccién significativa de la

bacteria (36%), pero no hubo un efecto aditivo.

En la dUltima experiencia, los autores estudiaron la efectividad de los
bacteriofagos al administrarlos via oral. Para ello, pollos de un dia de edad fueron
desafiados con 9 x 10° UFC de S.E. y, una hora después fueron tratados con 108 UFP de
bacteriéfagos, con la diferencia de que un grupo recibi6 los fagos provenientes de la
planta de tratamiento de aguas, otro recibié los fagos provenientes de pollos comerciales
y el ultimo grupo recibi6 la mezcla de ambos. Los animales fueron eutanasiados 24 o 48
horas después del tratamiento y se obtuvieron tonsilas cecales para bacteriologia
cualitativa. Los resultados sefialaron que los 2 tipos de bacteriéfagos o la combinacion
de ellos fueron capaces de reducir significativamente (p<0,05) la recuperacion de la
bacteria 24 horas después del tratamiento. Se encontr6 una disminucion en la incidencia
de infeccion de hasta un 55% v/s el control donde se obtuvo un 100% de infeccion, sin
embargo, 48 horas después del tratamiento no se encontraron reducciones significativas
en la incidencia (Filho et al., 2007).

Chile no se ha quedado atras en cuanto al estudio de control de Salmonella

utilizando bacteriéfagos. En el afio 2004, Santander y Robeson, estudiaron a los
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bacteriéfagos como proteccion contra la infeccion por S.E y Salmonella Pullorum (S.P.).
Para ello ocuparon el neméatodo Caenorhabditis elegans como modelo animal, por su
susceptibilidad a la infeccidn y posterior muerte producida por estas bacterias. Para el
ensayo se utilizaron los bacteriéfagos f3aS.E.. y f3aS.P., activos contra S.E. y S.P.,
respectivamente.  Los resultados fueron promisorios, ya que al incorporar los
bacteriéfagos a los neméatodos, y posteriormente enfrentarlos con la bacteria, se redujo
significativamente la mortalidad de los nematodos en relacion a los animales controles.
Por los resultados obtenidos, los autores sugirieron que este tipo de bacteriofagos
pueden ser usados en pollos para la profilaxis contra la contaminacion con S.E. en

conjunto con otras medidas de control (Santander y Robeson, 2004).

En el mismo afio, Borie et al., (2004), realizaron un estudio preliminar, para el
cual se ocuparon 15 pollos Broiler inoculados a los 10 dias de edad con diferentes dosis
del bacteriofago f3aS.E. Después de 10 dias de la inoculacién se efectu6 el sacrificio de
las aves y se procedid al reaislamiento de la cepa desafio a partir del intestino y un
“pool” de d6rganos (higado, corazon y bazo). En relacion a los resultados obtenidos se
indica que al inocular el bacteri6fago con una multiplicidad de infeccion de 1 UFP,
disminuy6 en forma significativa (p<0,05) el nimero de aislamientos de S.E. desde el
“pool” de 6rganos v/s el grupo control, pero no asi desde intestino. El fago administrado
a una multiplicidad de infeccion de 10 UFP disminuyé significativamente el
aislamiento de la cepa a nivel intestinal v/s el control (p<0,05) no ocurriendo lo mismo

en los 6rganos internos.

Dos afios después, se realizd una experiencia en la cual se utilizaron pollos SPF,
los cuales a los 10 dias de edad recibieron por via oral una mezcla de 3 bacteriéfagos
liticos (10® UFP/ml), aislados de muestras fecales y aguas servidas del sector avicola
nacional. Seis horas despues de la inoculacion de la dosis de bacteriéfagos fueron
desafiados con una dosis de 8,3 x 10° UFC de S.E. nal" rif". El sacrificio de las aves se
realizd 10 dias después y, de la necropsia se obtuvieron muestras de intestino completo y
“pool” de organos (higado, bazo, corazon) para el reaislamiento la cepa desafio. Esta

mezcla logré disminuir la incidencia y el recuento de S.E. en el intestino de pollos, ya
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que la cepa desafio se reaislé en un 60% en los pollos tratados, mientras que en el
control el reaislamiento alcanzé el 80%. Ademas esta mezcla de bacteriéfagos
disminuyé el recuento promedio en el intestino desde 8,4 logio a 5,7 logso (Borie et al.,
2006).

Considerando que el uso de bacteriéfagos constituiria una herramienta efectiva
para el control de Salmonella y, que en Chile se haya demostrado su efectividad en el
control de S.E. en pollos SPF experimentalmente infectados, parece interesante
determinar el efecto de los bacteriéfagos en pollos comerciales, esperando que el efecto
complementario entre los anticuerpos maternos y los bacteriéfagos, disminuyan el
namero de aves infectadas, asi como también reduzcan el recuento de Salmonella a

nivel cecal.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la efectividad de una mezcla de bacteriofagos sobre la colonizacion

de Salmonella spp. en aves comerciales, provenientes de madres vacunadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la efectividad de la vacunacion materna frente al desafio temprano de

Salmonella Enteritidis en pollos comerciales.
2.- Determinar la efectividad de la vacunacién materna asociada a una terapia con
bacteriofagos, en la incidencia de la infeccion por Salmonella Enteritidis en pollos

comerciales.

3.- Cuantificar la reduccion cecal de Salmonella Enteritidis en pollos comerciales,

provenientes de madres vacunadas, dosificados con una mezcla de bacteriéfagos.
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MATERIALES Y METODOS

¢ Disefio experimental

El presente trabajo se efectu6 como parte del proyecto Fondecyt 1060569
“Biocontrol de Salmonella spp. en Medicina Veterinaria mediante el uso de
Bacteriofagos.” Durante el primer afio de este proyecto (2006) se determind que el uso
de una mezcla de 3 bacteriéfagos fue mas eficiente que su dosificacion en forma
individual y que la via de administracion en aerosol produjo los mejores resultados. Por
esta razon, este estudio continu6 con la metodologia que obtuvo los mejores resultados y
fue realizada en su totalidad en el Departamento de Medicina Preventiva Animal,

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

o Aves

Se utilizaron pollas comerciales de reposicion Leghorn de un dia de edad,
provenientes de madres vacunadas contra S.E. de un plantel de aves de postura de la
Region Metropolitana. Las aves se mantuvieron en la unidad de animales
experimentales, del Departamento de Medicina Preventiva Animal, durante el
transcurso de todo el estudio. Al segundo dia de vida, se obtuvo un “pool” de muestras
fecales por jaula (10 jaulas con 15 aves cada una), las cuales se sometieron a la técnica
de Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR) para corroborar la ausencia de Salmonella
spp. Al quinto dia de vida, para corroborar la presencia de anticuerpos maternos contra
S.E., se obtuvo suero de 5 aves por puncién cardiaca, los cuales fueron analizados por
la técnica de ELISA (ldexx) por un laboratorio privado (Agrovet).

A las aves les fue proporcionado alimento comercial sin antibi6ticos y agua ad
libitum durante todo el tiempo que se mantuvieron en la unidad de animales
experimentales. Ademas se mantuvieron las condiciones de temperatura y humedad

necesarias para el buen desarrollo de la especie.
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El tamafio de cada grupo experimental (30 aves) se obtuvo considerando que el
aislamiento de Salmonella es P = 0,8 (de acuerdo a ensayos anteriores) con un error de

+ 0,15 y un nivel de confianza de 95%.

e Cepa desafio

Se utiliz6 una cepa nativa de Salmonella Enteritidis de origen aviar, donada en el afio
2002 por la Dra. Irma Acevedo, del Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola
Ganadero (SAG). Desde entonces la cepa ha recibido 9 pasajes (P-9) en pollos para
exacerbar su virulencia. Se seleccion6 una mutante espontanea con resistencia a acido
nalidixico (nal") y rifampicina (rif") (S.E. nal" rif") en el Laboratorio de Bacteriologia del

Instituto de Biologia de la Universidad Catdlica de Valparaiso.

¢ Bacteriéfagos

Se utiliz6 una mezcla de 3 bacteridfagos liticos nativos, denominados fagos E2,
E16 y F18, aislados de aguas residuales de plantas avicolas de la V Regién. Los
bacteriofagos fueron aislados, caracterizados y preparados por el Dr. James Robeson de
la Pontificia Universidad Cat6lica de Valparaiso. La dosis utilizada correspondié a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 10 UFP, la cual fue suspendida en agua destilada
estéril y dosificada a los pollos (aproximadamente 10 ml/pollo) mediante aerosol con

una gota inferior a 20 um (Desvac®).

e Dosis Minima Infectante (DMI)

Para determinar la dosis minima infectante, se utilizaron 40 pollas comerciales de
reposicion Leghorn provenientes de un plantel con vacunacion contra S.E. A los 7 dias
de edad, se separaron en 4 grupos de 10 pollas cada uno y se mantuvieron en cubiculos
separados. Cada grupo fue inoculado con diferentes dosis de Salmonella Enteritidis nal”
rif P-9. El in6culo se prepar6 cultivando la cepa (S.E. P-9) en caldo comin durante 24
horas a 37°C. Luego, se ajustd por turbidez al tubo N° 0.5 del Nefelometro Mc Farland
(1,5 x 10® bacterias/ml) con suero fisiolégico estéril, a partir del cual se realizaron

diluciones tedricas al décimo en suero fisioldgico, desde 10° hasta 10° bacterias/ml. Las
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4 diluciones preparadas fueron inoculadas por via oral forzada (foto N°1) en aves de 7
dias de edad.

Para determinar las Unidades Formadoras de Colonias/ml (UFC/ml) presentes en el
indculo, se procedio a realizar un recuento bacteriano en placas de agar XLD (Difco®)
adicionado de acido nalidixico (Laboratorio Chile, 20 pg/ml) y rifampicina (Laboratorio
Chile, 20 pg/ml).

Foto N° 1: Inoculacion oral forzada de S.E. en pollos.

4
>
z

Diez dias post inoculacion, se realiz6 el sacrificio de las 40 aves mediante
dislocacion cervical (Beaver, 2001), extrayendo como muestras el intestino completo y
“pool” de organos internos (higado, corazén y bazo) para procesarlas en forma
individual. Estas muestras se depositaron en bolsas plasticas limpias, se agregdé 100 ml
de caldo Rappapport-Vassiliadis (R-V) (Difco®) y se homogeneizd en el equipo
Masticator (IUL Instrument) durante 180 segundos. Posteriormente, las muestras se
incubaron a 37° C durante 72 hrs resembrando el caldo cada 24 hrs. en placas de agar

XLD con antimicrobianos.
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La DMI fue aquella minima concentracion bacteriana que logré més de un 85%
de infeccion en las aves, independiente del tipo de muestra (intestino y/o “pool” de

Organos internos).

% Determinacion de la eficiencia de bacteridfagos en pollos comerciales infectados

experimentalmente con S.E.

e Grupos experimentales: se utilizaron 5 grupos de 30 pollas de reposicion Leghorn en

cada uno de los grupos (cuadro N°1).

Cuadro N°1: Distribucién de grupos experimentales de pollos tratados con

bacteriofagos e inoculados con S.E..

Grupo N° de aves Anticuerpos Bacteriofagos | Dosis de S.E.
maternos (MOI)

1: Control Negativo 30 +
2: Control de Infeccion 30 - 1 DMI
aves SPF*
3: Control de Infeccion 30 + 1 DMI
aves comerciales
4: Terapia con BF en aves 30 - 10° UFP 1DMI
SPF*
5: Terapia con BF en aves 30 + 10° UFP 1 DMI
comerciales

BF: bacteriéfagos; DMI: dosis minima infectante; MOI: multiplicidad de infeccién; S.E.: Salmonella Enteritidis
(*) Huevos SPF provenientes de la Universidad Austral de Chile, que fueron incubados en el bioterio de Producciéon Animal, a

cargo de la Dra. Ménica Osorio, del Servicio Agricola y Ganadero de Chile, Ministerio de Agricultura.

En el dia 6 de vida, las aves de los grupos con terapia (grupos N° 4 y 5)
recibieron la dosis de los 3 bacteriéfagos (MOI 10° de cada uno) via aerosol 2 veces en

el dia, con 6 horas de diferencia y, al dia 7 de edad se realizo el desafio con 1 DMI de
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S.E. en todos los grupos, exceptuando el control negativo (grupo N°1). Las aves de los
grupos tratados con bacteriofagos (grupos N° 4 y 5) fueron criadas en una sala
experimental completamente separada de los otros grupos para evitar una posible

contaminacion del resto de las aves con bacteriofagos.

Después de la inoculacion con S.E. las aves se mantuvieron bajo estrictas normas
de bioseguridad, donde el personal que manejo a las aves tratadas con bacteriofagos fue
diferente a los que trabajaron con las aves desafiadas con S.E. pero que no recibieron

bacteri6fagos.

Las aves fueron sacrificadas 7 dias post desafio (14 dias de edad), mediante
dislocaciéon de la region cervical (Beaver, 2001); se les realiz6 la necropsia Yy se
obtuvieron muestras individuales de ciegos y un “pool” de érganos internos (higado,
bazo, corazén). Cada muestra individual fue colocada en una bolsa limpia con caldo
R-V (Oxo0id®) en razén aproximada a 1:100. Con ambos tipos de muestras se procedi6
a realizar bacteriologia cualitativa y con los ciegos se realiz6 ademéas un estudio de
bacteriologia cuantitativa (UFC/g) s6lo a 15 aves de cada grupo. Todos los analisis
bacterioldgicos se realizaron siguiendo las pautas recomendadas por Murray y Barton
(1993).

¢ Bacteriologia Cualitativa:

Para realizar la bacteriologia cualitativa, el contenido de cada bolsa fue
homogenizado en un equipo Masticador (IUL Instruments) por 180 segundos e incubado
en una estufa a 37°C por 48 y 72 horas. A partir del caldo R-V con 48 horas de
incubacion se tomaron 3 asadas de su contenido Yy fueron sembradas en agar XLD
(Difco®) con 20 pg/ml de &cido nalidixico y rifampicina (Arlab®). Cuando la muestra
incubada por 48 horas resulto negativa al cultivo, se procedio a resembrar el caldo R-V a
las 72 horas de incubacion. A toda colonia sospechosa (centro negro y borde
transparente) se le realiz6 una bateria bioquimica corta y aglutinacién con suero poli A-1
y Vi (Difco®).
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¢ Bacteriologia Cuantitativa:

Con las muestras cecales se realizé recuento de colonias (UFC/g) de la cepa
desafio; para este analisis se utilizd 1 ml del homogenizado en caldo R-V sin incubar, al
cual se agregaron 9 ml de agua peptonada tamponada (pH 7.2, Oxoid), a partir de ella se
realizaron 4 diluciones al décimo en el mismo medio y de cada dilucion se obtuvo 1 ml
que se homogenizo6 con agar XLD con acido nalidixico y rifampicina (20 pg/ml). Luego
de 24 horas de incubacion a 37°C se procedio al recuento de colonias. Aquellas
muestras negativas (ausencia de colonias en todas las diluciones) fueron procesadas
nuevamente a partir del caldo R-V incubado por 24 horas a 37°C, siguiendo el mismo

esquema descrito.

¢ PCR convencional para la deteccion de S.E.

Todas las muestras negativas por cultivo tradicional (bacteriologia cualitativa) se
procesaron para realizar la deteccion molecular de S.E. mediante PCR convencional
(Malorny et al., 2003). Esta técnica se utilizd ya que presenta una mayor sensibilidad
(10" UFC/ml, Sanchez, 2007) que la del cultivo tradicional (10° UFC/mI). Se utilizaron
los siguientes cebadores o primers (Fermelo®) que amplifican una secuencia asociada al
gen invA (fragmento de 284 pares de bases):

InvAl: 5’GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 3" (26pb)
InvA2: 5’TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C3" (22pb)

» Fase de extraccion: se realizd con un “kit” de extraccion de ADN (Genomic DNA
Purification Kit, Fermentas®) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Para
realizar la extraccion, se obtuvo 200 pL de la muestra a la cual se le adicionaron 400 pL
de solucion de lisis y se incub6 a 65°C en un bafio termorregulado por 5 minutos.
Posteriormente, se adiciond 600 pL cloroformo y se someti6 a centrifugacion (Hereus®)
por 2 minutos a 7.500 x g (10.000 rpm). Al sobrenadante se agregaron 800 uL de
solucion de precipitacion y fue nuevamente centrifugado. A continuacion el contenido
fue vaciado y el pellet de ADN se disolvié en 100 pL de NaCl, al cual se agregé etanol

frio y se mantuvo a -20°C por 10 minutos para lograr la precipitacion del ADN.
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Cumplido el tiempo, se sometié a una ultima centrifugacion a 7.500 x g (10.000 rpm)
por 4 min. Para finalizar el proceso, el etanol fue removido y el ADN fue disuelto en

100 pL de agua libre de nucleasas (Winkler®).

» Mezcla de reaccion: En un microtubo de 0,2 ml se mezclaron 12.5 pl de 2X PCR
Master Mix (Fermentas®) con 5 pul de la muestra extraida y 5 pl de cada uno de los 2
primers. La mezcla total de 27.5 pul, fue colocada en ¢l termociclador (CLP, USA)
donde se realizé la amplificacion del ADN de la siguiente forma: denaturacion inicial a
95°C por un minuto, seguida por 37 ciclos de denaturacion de 95°C por 30 segundos,
hibridacion o “annealing” de 64°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 seg.
Adicionalmente se realizd una extension a 72°C por 4 minutos. La mantencion del
producto del PCR se hizo a 4°C.

Para la visualizacion del producto amplificado, se utilizd una c&mara de
electroforesis (Apollo Instrumentation) con gel de agarosa (Winkler®) al 2% en buffer
Tris acetato EDTA (TAE, Fermentas®), el cual se mezcl6 de inmediato con 20 pg/ml de
Bromuro de etidio (Mercury®). Se obtuvieron 8 pL del producto de PCR, y se mezclo
con el buffer de carga (TAE, Fermentas®), el cual contiene glicerol para proporcionar
densidad y azul de bromofenol para visualizar la migracién del ADN en el gel. La
electroforesis se realiz6 a una velocidad de 90V por 90 minutos o hasta la migracion del
azul de bromofenol hasta % del campo. Como control de tamafio molecular se utilizé un
producto de 50bp DNA ladder (Fermentas®), ademas se utilizé un control positivo (S.E.
nal" rif" P-9) y un control negativo (suero fisioldgico). Al finalizar, las bandas de ADN
fueron visualizadas en un transiluminador de luz UV (Transiluminator UVP®) y

fotografiadas con pelicula Polaroid®.

e Normas de bioseguridad

En el desarrollo de este estudio se trabajo con Salmonella no Typhi, por lo que se
cumplieron las recomendaciones entregadas por el “Center for Disease Control” (CDC;
NHI, 1999) para un nivel 2 de bioseguridad. Para el manejo de las aves se utilizaron

overoles desechables, mascarillas, guantes, gorro y botas, que fueron de uso exclusivo
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del recinto. Todos los residuos organicos sélidos fueron incinerados en la unidad
centralizada de incineracion de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile y los residuos liquidos fueron tratados con 1000 ppm de cloro,
para descontaminar y evitar una posible contaminacion ambiental o del personal
encargado. Como esterilizante de la sala de animales de experimentacion se utilizo
Asepti-Steryl (Glutaraldehido al 2,5%, Ecolab®).  En la técnica de PCR, los geles con

bromuro de etidio se manejaron con guantes y se eliminaron a través de incineracion.

e Andlisis de resultados

Se determinaron las diferencias en la proporcion de animales infectados
(Bacteriologia cualitativa) comparando animales positivos y negativos, independiente
del tipo de muestra, mediante la Prueba de Hipotesis de Independencia de X2 En el
caso de la variable cuantitativa (Bacteriologia cuantitativa), las comparaciones fueron
realizadas por Anadlisis de Varianza de un criterio y la prueba de diferencias entre
medias de Tukey cuando se observaron diferencias entre los grupos. Para el analisis
estadistico de esta variable, toda muestra cuya bacteriologia cualitativa fuera positiva
pero con bacteriologia cuantitativa negativa se le asigno un valor 1 y, muestras negativas

en ambos analisis se les asigno valor 0 (Infostat, 2004).
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RESULTADOS

La dosis minima infectante (DM1) correspondi6 a 2,95 x 10° UFC/ml. Con ella se
logré un 100% de aislamiento de S.E. a nivel intestinal y 60% de aislamiento de en

“pool” de drganos internos. Los resultados se detallan en el cuadro N° 2.

El valor promedio de la técnica ELISA informada para los 5 pollos fue de 0,047,
valor que fue considerado adecuado de acuerdo al punto de corte de positividad para la

técnica (valor < 0,6).

Cuadro N° 2: Bacteriologia cualitativa de muestras intestinales y “pool” de 6rganos

internos de pollos experimentalmente infectados con diferentes concentraciones de S.E.

Concentracion bacteriana UFC/ml
10° 10° 104 103
Intestino | Organos | Intestino | Organos | Intestino | Organos | Intestino | Organos
POLLO
1 () ) () ) ) ) ) )
2 () @) () @) () ©) () )
3 ) ) () ) () () () (+)
4 () () () () () () () (+)
5 () @) () ) () ©) ) )
6 () () () ) ) ) ) )
7 () @) () @) () ©) () )
8 () () () () ) ) ) )
9 () ) () ) ) ©) @) )
10 () ) () ) () ©) (@) )
Total aislamientos 90% 60% 100% 60% 30% 20% 30% 40%
Total infectados* 90% 100% 30% 40%

*Total infectados: animales con cultivo positivo, independiente del tipo de muestra.

En relacion a la de eficiencia de bacteriofagos en pollos comerciales
experimentalmente infectados con S.E., los resultados de la bacteriologia cualitativa se
observan en el cuadro N°3. Cuando se analizan los resultados independiente del tipo de
muestra, se observa que en los grupos que no recibieron la terapia con bacteriofagos se

logré infectar a la totalidad de los animales, mientras que en los grupos tratados con
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bacteriéfagos, tanto en aves SPF como comerciales, se logré una disminucion de la

infeccion de 6,9% y 20% respectivamente (Figura N° 2).

Cuadro N° 3: Deteccion de S.E. en pollos tratados con bacteriofagos y

experimentalmente infectados con S.E., segun infeccidn total y por tipo de muestra.

% infeccion % de aves con | % de aves con 6rganos
N° de aves* Grupos total ciegos positivos positivos
2: Control de Infeccion
28* aves SPF* 100 96,4 71,4
3: Control de Infeccion
29* aves comerciales 100 100 62,0
4: Terapia con BF en
29* aves SPF 93,1 86,2 82,7
5: Terapia con BF en
30 aves comerciales 80,0 73,3 53,3

S.E.: Salmonella Enteritidis; BF: bacteridfago; SPF: Libre de Patdgenos Especificos.

* Eliminaci6n de aves por problemas ajenos al estudio.

Mediante X? se determiné que las diferencias establecidas entre los 4 grupos del
estudio, en cuanto a la infeccion total, fueron estadisticamente significativas (p=
0,0066). Al realizar un analisis comparativo entre grupos, los resultados determinaron
diferencias significativas (p=0,01) sélo entre el grupo de aves comerciales infectadas
con S.E. y aquellas de tipo comercial que recibieron la terapia con bacteriofagos; en el

resto de las comparaciones no se detectaron diferencias estadisticas (Figura N°2).

Dependiendo del tipo de muestra, el andlisis cualitativo detectdé diferencias
significativas (p= 0,005) entre todos los grupos cuando se considerd la muestra cecal
(Figura N°3), no asi cuando la muestra a analizar fue “pool” de 6rganos internos (Figura
N°4) (p= 0,09). Las diferencias entre los porcentajes de ciegos positivos fueron
significativas solo al comparar los grupos N° 3 y 5, correspondientes al control de

infeccion de aves comerciales y su respectivo tratamiento (p= 0,0028, Figura N°3).
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Figura N° 2: Porcentaje de infeccion por S.E. en aves comerciales tratadas con

bacteriofagos e infectadas experimentalmente, independiente del tipo de muestra.
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Figura N° 3: Porcentaje de infeccién por S.E. en aves tratadas con bacteriofagos e

infectadas experimentalmente con S.E., segun muestra cecal.
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Figura N° 4: Porcentaje de infeccién por S.E. en aves tratadas con bacteridéfagos e

infectadas experimentalmente con S.E., segun cultivo de “pool” de 6érganos internos.
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En cuanto a los resultados de la bacteriologia cuantitativa, los recuentos de S.E.
(UFC logio/g) entre los grupos N° 3 y 5, correspondientes al control de infeccion de
aves comerciales y su respectivo tratamiento, alcanzaron una reduccion de

aproximadamente 1 log;o UFC/g, valor no significativo (figura N°5).
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Figura N° 5: Recuento cecal de S.E. en aves tratadas con bacteriofagos e infectadas
experimentalmente.

6,50-
a
5,07
a
a
8 ]
— [ ]
COD [ ]
a
3, 3,644 .
T [ ]
) - —_——
: —- :
2,214 ] " ]
an
amn a
a
[ ] an
[ ] an a
an an 2T T [ 110
0178 1 1 1 1 1
A B E F

Grupos Experimentales

Grupos: A: Control infeccion aves comerciales; B: Control infeccion aves SPF; E; Terapia con BF en
aves comerciales; F: Terapia con BF en aves SPF. Las medias (-) se determinaron considerando so6lo los
animales que presentaron recuento de S.E.

Los recuentos promedios, las medias estadisticas y los rangos minimos y

maximos encontrados, se detallan en el cuadro N° 4.

Cuadro N° 4: Recuentos promedios y rangos de S.E. en contenido cecal de aves

comerciales tratadas con bacteriofagos e infectadas experimentalmente.

Promedios UFC Media
Grupos logio/g* Rango estadistica**
2: Control de infeccidn aves SPF 2,35 10-43 2,35
3: Control de infeccion aves comerciales 2,03 1,0-53 2,03
4: Terapia con BF en aves SPF 2,49 13-47 2,16
5: Terapia con BF en aves comerciales 1,68 2,2-39 1,12

*Recuentos promedios (UFC log 1/g) y rangos calculados solo con el nimero de aves positivas a S.E.

**Media estadistica (UFC log 10/g) calculada con el total de aves analizadas para recuento (n=15)
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El diagnostico mediante PCR del total de las muestras negativas (n=189) por

bacteriologia cualitativa, pesquisé sélo una muestra como positiva.

En el grupo control sano (grupo N°1, sin S.E. ni bacteriéfagos) no se aisld la
bacteria desafio ni se detecté por PCR. Tampoco se observaron alteraciones clinicas,

conductuales ni lesiones macroscopicas a la necropsia.

Como resultados complementarios, segun datos proporcionados por la Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, no se registrd6 contaminacion cruzada con
bacteriéfagos dentro de los grupos experimentales, dado que en las muestras cecales y
de 6rganos internos de las aves que no recibieron la fagoterapia no se observaron placas

liticas sugerentes de su presencia.
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DISCUSION

La DMI utilizada para inocular pollos comerciales en este estudio fue de 2,95 x
10° UFC/ml, valor que logré un 100% de infeccién en las aves. El valor de DMI
utilizada es similar a las sefialadas en diferentes investigaciones donde se inoculan
pollos a una temprana edad. Chambers y Lu (2002), en estudios de vacunacion materna
contra S.E. utilizan dosis infectante de 10° UFC en pollos comerciales obteniendo un
100% de infeccion cecal. Sklar y Joerger (2001) inocularon via oral pollos comerciales
de un dfa de vida con 10* UFC de S.E. 'y, para corroborar la infeccién de las aves, cada
3 dias obtuvieron hisopados cloacales, las cuales dieron como resultado la infeccién del
100% de las aves, 9 dias post infeccion (p.i.). Con dosis menores a 10* UFC de S.E.
también se ha obtenido la totalidad de animales infectados, asi lo demostraron Filho et

al. (2007) al inocular pollos comerciales con 9 x 10° UFC via oral.

Otras investigaciones relacionadas con la persistencia o control de S.E han
utilizado DMI un poco mas altas. Asi por ejemplo, Gast y Holt, (1998) administran una
dosis de 7,5 x 10° UFC en pollos de un dia para estudiar la persistencia de S.E. y, 7 dias
después, todos los pollos inoculados fueron positivos a la bacteria en sus érganos
internos (higado y bazo) y ciegos. Con la misma cepa utilizada en este estudio (S.E. nal"
rif’) y con una dosis mas elevada, Borie et al. (2004) desafiaron pollos comerciales a
los 10 dias de vida con 4 x 10° UFC/ml de S.E., alcanzando una infeccién total sélo de
86,6%. Es probable que esta diferencia en el porcentaje de infeccién (86,6% v/s 100%
en el estudio actual) se deba a que la cepa recibid 6 pasajes mas que la usada por Borie
et al. (2004), aumentando con ello su virulencia. Otra explicacion para las diferencias
podria ser que las aves comerciales provinieran de un plantel con elevadas tasas de
anticuerpos maternos contra S.E., impidiendo en alguna medida la colonizacién de la
bacteria en 6rganos y/o intestino. Esta Ultima posibilidad no pareceria tener gran
relevancia, ya que las aves se desafiaron el dia 10 de edad (Borie et al., 2004), momento
en que los anticuerpos maternos han disminuido en el plasma de los pollos (Hamal et al.,
2006).
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La DMI de este estudio es igual a la utilizada por Toro et al. (2005), pero la
bacteria desafio fue S. Typhimurium y se administré a pollos SPF. Con esta dosis los
autores detectaron un alto porcentaje de aves con sus ciegos infectados, sin embargo, no
lograron aislar la bacteria en el “pool” de 6rganos internos (bazo e higado). Con la
misma cepa utilizada en este estudio, Borie et al. (2006) infectaron a pollos SPF con
una DMI de 8,3 x 10° UFC/ml de S.E., alcanzando una incidencia total de infeccion de
86,6% mientras que en el presente trabajo la incidencia total alcanzo al 100%. Estas
diferencias se podrian deber a que en este estudio las aves fueron desafiadas al dia 7 de
edad mientras que Borie et al., (2006) desafiaron a los 10 dias de edad; se sabe que a
mayor edad se necesita una mayor dosis infectante (Bjerrum et al., 2003).

Al igual que trabajos internacionales, los resultados obtenidos en esta experiencia
de terapia con una mezcla de bacteriéfagos en pollos comerciales fue promisoria. Estos
resultados eran los esperados, ya que estudios nacionales previos realizados por Borie et
al., 2004, y Albala, 2007, utilizando el mismo modelo animal y cepa desafio asi también
lo demostraron. En este estudio, existieron algunas modificaciones en relacion a los dos
trabajos nacionales mencionados. Una de ellas correspondio a la edad en que las aves
fueron desafiadas con S.E.; los trabajos anteriores desafiaron al dia 10 de edad, mientras
gue en éste estudio se desafio al dia 7, ya que en éste dia los anticuerpos maternos estan
en altos niveles plasmaticos. Aunque se conoce que el “peak” de anticuerpos maternos
se encuentra al tercer dia de vida (Hamal et al., 2006), la inoculaciéon no se realizd
tempranamente por problemas de factibilidad técnica y operacional en la inoculacion
oral forzada en pollos menores de 7 dias. Otra modificacion al método, fue el dia en el
cual se realizo el sacrificio de las aves; el presente estudio considerd lo sefialado por
Bjerrum et al. (2003), que indican que es apropiado analizar muestras de ciegos y
organos internos 7 dias post infeccion, ya que este es el dia donde se espera el 100% de
muestras positivas a Salmonella y, no a los 10 dias p.i. como se realizé en los trabajos

nacionales anteriores.

Otra modificacion fue analizar los ciegos en vez del intestino completo, por su

mayor concentracion de S.E. Asi lo demostraron Gast y Holt (1998), donde 7 dias
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después de inocular pollos con S.E. fue en los ciegos donde encontraron el mayor
recuento bacteriano (7,73 logio UFC) v/s el higado (2,7 logio UFC) y el bazo (3,45 logso
UFC). De la misma manera Bjerrum et al. (2003), en un modelo experimental para S.
Typhimurium (S.T) en pollos de un dia de edad, determinaron un alto nivel de infeccién
en el ciego con aislamiento permanente hasta el dia 31 p.i., lo que no sucedio6 con las
muestras de intestino delgado. Estos resultados afirman que el contenido cecal provee la
mejor evidencia de infeccién con Salmonella a nivel del tracto intestinal, fenémeno

también observado en décadas anteriores (Fanelli et al., 1971; Brownell et al., 1969).

Los resultados con relacion a la determinacién de la respuesta de las aves
comerciales, provenientes de madres vacunadas, frente al desafio temprano con S.E. no
fueron alentadores. En el grupo de aves comerciales enfrentadas al desafio (grupo N°3)
se obtuvo un 100% de infeccion en las muestras de ciego, mientras que en el grupo de
aves SPF (grupo N° 2) desafiadas, se obtuvo un 96,4% de aves con sus ciegos positivos
a S.E. Por otro lado, el recuento bacteriano tampoco mostrd diferencias significativas
entre ambos grupos (grupos N° 2 y 3), con valores que alcanzaron los 2,35 logip UFC
para el grupo de aves SPF y 2,05 log;o UFC en las aves comerciales desafiadas. Estos
resultados sugieren que la proteccion brindada por los anticuerpos maternos no fue
capaz de disminuir la incidencia de infeccidn ni el recuento bacteriano en los ciegos de
aves comerciales. Esto podria deberse a bajos niveles de anticuerpos presentes en los
pollos desafiados, situacion que no pudo ser corroborada, ya que en el estudio no se
midieron los anticuerpos maternos de cada ave, sino que se asumié la presencia del
promedio de anticuerpos maternos detectado en 5 pollos seleccionados al inicio de la
experiencia. La presencia de anticuerpos maternos se determind mediante la técnica de
ELISA (Idexx) en un laboratorio externo (Agrovet); ésta técnica es de amplio uso en el
sector avicola ya que entrega resultados Optimos en poco tiempo (Avila et al.,2006;
Bailey et al., 2007; Chambers y Lu, 2002). Por motivos éticos y practicos se extrajo
suero solo de 5 pollos y no del total de animales analizados. La decisidn de obtener los
sueros al dia 5 de edad, fue tomando en cuenta el trabajo realizado por Hamal et al.
(2006), quienes demostraron que la Ig Y, inmunoglobulina mas representativa, mantiene

niveles altos durante la primera semana de vida en pollos comerciales. De hecho, los
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resultados de la técnica ELISA lo corroboraron (valor 0,047). El titulo promedio
determinado previamente para las aves, justificd continuar la experiencia con las aves

del plantel seleccionado.

Hay que considerar el hecho de que en Chile la vacunacién materna se realiza
con vacunas muertas, las cuales han mostrado poca efectividad al evaluar la proteccion
brindada por los anticuerpos maternos en la progenie de ellas. Esto fue comprobado en
este estudio al igual que Chambers y Lu (2002) y Avila et al. (2006), quienes
desafiaron con Salmonella a pollos (valor ELISA promedio 0,16) provenientes de
madres vacunadas con una vacuna muerta y no redujeron la colonizacion cecal de

Salmonella.

A diferencia de lo observado en ciegos, los resultados en cuanto a la colonizacion
de drganos internos fueron exitosos. Se encontrd una reduccion en la infeccion del
“pool” de 6rganos internos, desde un 71,4% en las aves SPF a un 62% en las aves
comerciales. Estos resultados eran esperables de acuerdo a lo demostrado por Cerquetti
y Gherardi (2000), quienes demostraron que las vacunas muertas contra Salmonella
pueden proteger a los pollos contra la invasion de dérganos internos pero fallan en el
control de la colonizacion intestinal responsable de la diseminacion del patdgeno. Una
situacion similar aconteci6 en el trabajo de Avila et al. (2006), donde con bajas dosis
infectantes de Salmonella, lograron una reduccion en la incidencia de infeccion en el
higado a los 5 dias post desafio, alcanzando hasta un 58,3% de reduccién dependiendo

del protocolo de vacunacion de la madre.

En relacién a la eficiencia de la terapia con bacteriéfagos en aves comerciales,
medida por incidencia y recuento, se observo que la terapia fue capaz de disminuir la
incidencia de infeccion en forma significativa (p= 0,01) en relacion al grupo control de
aves comerciales infectadas pero que no recibieron terapia de bacteriéfagos (grupo N°
3). La reduccion, del orden del 20%, correspondi6 a la disminucion en la infeccion total
de las aves (independiente del tipo de muestra); en las muestras cecales también se

determind una disminucion entre ambos grupos, con una reduccion de un 26,7%
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(p=0,0028). A nivel internacional se han obtenido disminuciones en la incidencia de
infeccion mediante fagoterapia; Filho et al. (2007), obtuvieron un 44% de reduccion
(p<0,05) en la incidencia total de S.E. en ciegos de pollos tratados con una MOI de 10°
UFP de bacteriofagos administrados por via cloacal y, de un 55% cuando fueron

administrados por via oral.

En cuanto a los resultados en la incidencia a nivel sistémico, los valores
indicaron una disminucion de un 8,7% en las aves comerciales que recibieron el
tratamiento, diferencia que no fue significativa. Fiorentin et al. (2005), al administrar
10" UFP de una mezcla de bacteriéfagos a pollos contaminados con S.E. no obtienen
disminucion de la bacteria en el ciego, sin embargo, a nivel sistémico, obtuvo
reducciones del orden de 40% en el higado y bazo a los 10 dias p.i., que tampoco fueron

significativas.

En relacién al analisis del recuento bacteriano cecal en las aves, al igual que lo
sefialado por Sklar y Joerger (2001), se observo que el grupo que recibié terapia
(grupo N° 5) present6 una leve disminucion de aproximadamente 1 log;o en relacion al
grupo control (grupo N° 3) (1,12 logip UFC/ml v/s 2,03 logio UFC/ml). La disminucion
observada, aunque no significativa (p>0,05), se podria deber a la terapia con fagos y no
al efecto complementario con anticuerpos maternos, toda vez que no se observo
diferencias entre las aves SPF (sin anticuerpos maternos) y las aves comerciales

provenientes de madres vacunadas que no recibieron bacteriofagos.

Fiorentin et al. (2005), ocupando una mezcla de bacteriéfagos no obtienen
diferencias estadisticas en los recuentos cecales de pollos, excepto el dia 20 p.i. donde se
observo una reduccion de 1,84 log;o de S.E. En base a estos valores de reduccion de
Salmonella, Sklar y Joerger (2001), sefialan que el tratamiento con bacteriofagos puede
tener un impacto medible, pero la reduccion en el recuento de Salmonella es pequefia.
Sin embargo, otros estudios han demostrado que es posible obtener mayores reducciones
en el recuento de S.E. a nivel cecal; Atterbury et al. (2007), administraron una MOI de

10° UFP de bacteriéfagos para tratar diferentes serotipos de Salmonella en pollos de 36
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dias de vida, obteniendo reducciones significativas (p= 0,0000001) del orden de 4,24
logio UFC/g de S.E. y 3,79 logio UFC/g de S.T. (p=0,000001) dos dias después del
tratamiento con fagos. De la misma manera, Higgins et al. (2007a), obtuvieron
reducciones de 16,927 UFC/g de S.E. en el contenido cecal de pavos desafiados y
tratados con una MOI de 10° UFP de bacteri6fagos seis horas después del tratamiento;
doce horas después del tratamiento la reduccién fue de 9,857 UFC/g vy, a las 24 horas la
reduccion fue de 24,748 UFC/g de S.E. en el contenido cecal, sin embargo ningun

resultado obtuvo significancia estadistica.

La escasa disminucion en el recuento cecal obtenido aqui podria deberse a
diversas situaciones, entre ellas, el dia en que se realizd el recuento (7 dias p.i.).
Fiorentin et al. (2005) plantea que los bacteriéfagos una vez administrados pueden ser
efectivos en cortos periodos, ya que el ciclo litico de un fago dura menos de 30 minutos,
por lo tanto si no hay suficiente cantidad de fagos para lisar todas las bacterias, ellas
pueden volver a multiplicarse en el mismo lugar, lo que implica que al momento de la
cuantificacion bacteriana, esta se puede encontrar en niveles altos a pesar de haber
recibido el tratamiento con fagos. Esto pudo haber ocurrido en la experiencia de Filho
et al. (2007), donde el tratamiento via oral forzada con 10° UFP de un fago en particular
o la combinacién de dos tipos de fagos, redujo la recuperacion de S.E. de las toncilas
cecales 24 horas después del tratamiento, pero no se observaron diferencias 48 horas
después. También se debe indicar que en las investigaciones donde se han obtenido
disminuciones en los recuentos, los resultados se han obtenido desde las 6 horas a los 3
dias post tratamiento (Higgins et al., 2007a; Atterbury et al., 2007), por lo que se puede
concluir que en la experiencia actual pudo ser muy tardia la evaluacion de la variable
cuantitativa (UFC/qg).

Otra explicacion podria deberse a que la MOI utilizada en este estudio fuera
insuficiente (10 UFP), considerando que en los trabajos donde se obtuvieron
disminuciones en el recuento de S.E., las MOI utilizadas fueron de 10° y 10° UFP
(Higgins et al., 2007a; Atterbury et al., 2007). Huff et al. (2006) observan que con
mayores MOI se obtienen mejores resultados en la reduccion de la mortalidad en pollos
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infectados con E.coli. Estos resultados sugieren que seria positivo realizar una
experiencia administrando MOI més altas para tratar S.E. en pollos comerciales, lo cual
no tendria efectos negativos para los animales por la demostrada inocuidad de los
bacteriofagos (Gill et al., 2006; Xie et al., 2005). Por otra parte, Albala (2007), quien
utilizé la misma dosis infectante e idéntica MOI, pero en pollos SPF, obtuvo mejores
resultados en cuanto a la disminucion del recuento bacteriano, alcanzando una reduccion
de 1,63 log;o UFC/g; parece importante destacar que solo un fago de los tres utilizados
por Albala (2007) fue idéntico al analizado en el presente estudio. Los nuevos fagos
podrian presentar menos actividad litica in vivo, explicando con ello las diferencias en el

recuento de S.E.

Otra explicacion de la escasa disminucion en el recuento podria deberse a
problemas de dindmica entre los bacteriéfagos y las bacterias. Algunos autores sefialan
que el ambiente gastrointestinal no conduce al encuentro productivo entre el
bacteriofago y la cepa desafio 0, que es posible que muchas de las bacterias en el ciego,
no han crecido o estén en un estado fisiologico donde no expresen el receptor para los
fagos (Sklar y Joerger, 2001). Es por esta razén que en estudios donde se ha realizado la
comparacion entre la eficiencia en la disminucion de Salmonella con bacteriéfagos in
vivo e in vitro han existido diferencias sustanciales, como es el caso de Filho et al.
(2007) quienes aplicaron bacteriofagos con gran actividad litica in vitro y observaron
escasa actividad litica in vivo. Otro caso es el de Atterbury et al. (2007), quienes
también realizaron estudios in vitro de los bacteriéfagos utilizados en sus experiencias,
determinando que S.E. disminuyo 2,2 logio UFC/ml in vitro y, al realizar el estudio in
vivo con el mismo bacteri6fago, la bacteria disminuy6 en promedio 4 logyg UFC/m.
Estos resultados indican que la dindmica de los bacteriéfagos puede ser muy variable v,
por esta razon seria interesante realizar un estudio complementario de la eficiencia de los
3 bacteridfagos utilizados en el presente estudio para observar el comportamiento de

ellos in vitro, sobre todo en lo que se refiere a estabilidad frente a pH y temperatura.

Por altimo, otra explicacion para la leve reduccion en el recuento cecal, lo

constituye el hecho que algunas bacterias puedan haber presentado resistencia hacia
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alguno de los fagos, como lo explican Atterbury et al., (2007). Estos autores realizaron
un estudio donde determinaron la presencia de bacterias fago resistentes tanto en el
grupo control como en los grupos de aves que recibieron un tratamiento con una mezcla

de bacteriéfagos, obteniendo diversos porcentajes de resistencia (1,9 a 89,9%).

Los resultados del presente trabajo inspiran a seguir en la investigacion con este
tipo de biocontrolador, ya que puede contribuir de manera eficaz al control de S.E. en
aves comerciales y, en conjunto con otras medidas implementadas por el sector avicola,
se podria llegar a controlar este enteropatégeno causante de serios problemas de salud

publica a nivel nacional.
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CONCLUSIONES

1.- Pollos comerciales, provenientes de madres vacunadas, presentan el mismo nivel de
infeccion que pollos SPF, al ser desafiados con 2,95 x 10° UFC de S.E., independiente
del tipo de muestra.

2.- Pollos comerciales, provenientes de madres vacunadas, presentan menor infeccion
sistémica, que aves SPF, pero similar colonizacion y recuento cecal de S.E. al ser

desafiados con una misma dosis infectante.

3.- La fagoterapia preventiva realizada en pollos comerciales, provenientes de madres
vacunadas, fue capaz de disminuir la incidencia de infeccion por S.E., independiente del

tipo de muestra.

4.- En pollos comerciales, la incidencia de infeccion por S.E. a nivel cecal, es
disminuida significativamente por la fagoterapia, no afectando la infeccién a nivel

sistémico.

5.- La fagoterapia preventiva en pollos comerciales infectados experimentalmente con

S.E., redujo levemente el recuento cecal.
6.- Los pollos comerciales, provenientes de madres vacunadas, presentan mejor

respuesta con la fagoterapia preventiva que las aves SPF sin inmunidad materna, frente a

un desafio experimental con S.E.
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