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RESUMEN

Salmonella Enteritidis (S.E.) se encuentra ampliamente distribuida alrededor del
mundo, causando problemas en salud publica y pérdidas econdmicas para los paises,
particularmente para la industria avicola. Las aves de corral son el principal reservorio de
este enteropatégeno y dentro de los productos avicolas, el huevo presenta una mayor
importancia epidemioldgica en los brotes causados por esta bacteria. Debido a que las
medidas de control no han sido lo suficientemente satisfactorias y, producto del desarrollo
de resistencia a antimicrobianos, renace el interés por el uso de bacteri6fagos liticos como

una herramienta terapéutica y profilactica.

El objetivo de este estudio fue determinar si una mezcla de tres bacteriéfagos
liticos, administrados de manera profilactica, era capaz de disminuir la incidencia de
infeccion y el recuento (UFC/g) de S.E. en el tracto reproductivo (ovario y oviducto) de
gallinas infectadas experimentalmente. Para ello, se utilizaron 80 gallinas comerciales de
postura Hy Line Brown, de 22 semanas de edad, las que se dividieron de manera
aleatoria en cuatro grupos; control negativo (A, no recibié fagos ni S.E.), control de
inocuidad de fago (C, solo se le administraron fagos), control de infeccién (B, solo
desafiadas con S.E.) y grupo terapia (D, fagos y S.E.). Las aves pertenecientes a los
grupos C y D, recibieron por tres dias consecutivos una dosis de 10 UFP/cada fago/mL
(MOI 10%), por via oral forzada y al cuarto dia del ensayo, las gallinas de los grupos B y D,
fueron desafiadas con S.E. a una dosis total de 2,4 x 108 UFC, por via oral. Al décimo dia
post infeccion se procedid al sacrificio de las aves, para la obtencion de muestras
separadas de ovario y oviducto, las que se analizaron mediante bacteriologia cualitativa y
cuantitativa (UFC/g).

La bacteriologia cualitativa revel6 a nivel de ovario, un 43,3% de positividad en el
grupo control de infeccion, mientras que en el grupo tratado con bacteriéfagos el
porcentaje alcanzd un 30%, reduccion (13,3%) que no fue estadisticamente significativa
(p=0,2839). Situacion similar ocurrié en tejido oviductal, en donde la incidencia de S.E. en
el grupo control de infeccién (23,3%) y en el grupo que recibié fagos (10%), no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,1659).



En cuanto a la bacteriologia cuantitativa, el tratamiento con bacteriéfagos no logro
disminuir significativamente el recuento de S.E. a nivel oviductal (p=0,1007), mientras que
en ovario, la utilizacion profilactica del coctel de fagos redujo significativamente
(p=0,0489) la colonizacion de la bacteria, al compararlo con los recuentos del grupo
control de infeccién (0,95 versus 0,31 UFC log;o).

Las aves pertenecientes al grupo control de inocuidad de fago, se observaron
asintomaticas durante toda la experiencia y no presentaron lesiones patologicas

macroscépicas al momento de la necropsia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que la
utilizacion profilactica de una mezcla de tres bacteriéfagos liticos, en gallinas de postura
no fue eficaz en reducir la incidencia de infeccién ni los recuentos de S.E. en tejidos
reproductivos, exceptuando la colonizacion a nivel ovérico (recuento). La actividad litica
de estos virus demostrada s6lo en el tejido ovarico, sugiere que una mayor investigacion
es necesaria para determinar el verdadero aporte de la utilizacion de bacteriéfagos como

biocontroladores de S.E. en gallinas de postura.



SUMMARY

Salmonella Enteritidis (S.E.) is widely distributed around the world, causing
problems in public health and economic losses for countries, particularly for the poultry
industry. Poultry are the main reservoir of this enteropathogen and among the avian
products, the egg presents the greastest epidemiological important in outbreaks caused by
this bacterium. Because control measures have not been sufficiently successful, and
because the development of antimicrobial resistance, rekindled interest in the use of lytic

bacteriophages as a therapeutic and prophylactic tool.

The aim of this study was to determine if a mixture of three lytic bacteriophages,
administered prophylactically, was capable of reducing the incidence of infection and the
S.E. count (CFU/g) in the reproductive tract (ovary and oviduct) of experimentally infected
laying hens. For this purpose, 80 commercial Hy Line Brown laying hens were used, of 22
weeks old. They were divided randomly into four groups: negative control (A, that didn” t
received neither phage, nor S.E.), phage safety control (C, they only received phages),
infection control (B, only challenged with S.E.) and phage therapy group (D, they received
S.E. and phages). The birds of C and D groups were inoculated a three days consecutive
dose a of 10" PFU/each phage/mL (MOI 10%), by oral route and the fourth day, the birds
of B and D groups, were orally challenged with S.E. with a total dose of 2.4 x 10 CFU by
the oral route. The tenth day post infection, the birds were sacrificed, to obtain separate
samples of ovary and oviduct, which were analyzed using qualitative and quantitative

bacteriology (CFU/Q).

Qualitative bacteriology showed a 43.3% of positive ovary in the infection control
group, while in the group treated with bacteriophages the percentage of positives reached
a 30%, this reduction (13.3%) wasn” t significative (p = 0.2839). A similar situation was
observed in oviduct tissues, where the incidence of S.E. in the infection control group

(23.3%) compared with the phage therapy group (10%), wasn” t significative (p = 0.1659).

In the quantitative bacteriology, the phage therapy didn’t significantly reduce the

S.E. count in the oviductal tissue (p = 0.1007), whereas in the ovary, the prophylactic use



of phage cocktail reduced significantly (p = 0.0489) the S.E. colonization, compared with
the infection control group (0.95 CFU logy, versus 0.31).

The birds of phage safety control group were observed asyptomatic, during all the
experience and they didn’t showed macroscopic pathological lesions at the necropsy.

According to the results obtained in this study, it can be conclude that the
prophylactic use of a phage cockail in laying hens, didn’t reduce the incidence of infection,
neither the S.E. counts in reproductive tissues, excepting the ovaric tissue colonization
(S.E. count). The phages lytic activity in ovaric tissue demostraded in this study, clearly
makes necessary to suggest to deep into the research of the real contribution of the use of

bacteriophages as biocontrol S.E. in laying hens.



INTRODUCCION

En la actualidad, las enfermedades transmitidas por los alimentos, contintan
siendo un grave problema en salud publica a nivel mundial. Estas producen grandes
dafios econémicos tanto en paises desarrollados, como subdesarrollados y existe una
mayor preocupacién con respecto al tema, debido al aumento de enfermedades

emergentes graves, entre ellas, Salmonelosis.

En Chile, la presencia de Salmonella es endémica, siendo Salmonella enterica
serotipo Enteritidis (Salmonella Enteritidis o S.E.) uno de los serotipos aislado con mayor
frecuencia en humanos, animales y alimentos. Entre los ultimos, destacan los productos
avicolas como el huevo y sus derivados, pues son los que presentan una mayor
importancia epidemioldgica, en comparaciéon a la carne, ya que por motivos culinarios
muchas de las preparaciones que contienen huevo, no incluyen una coccion adecuada a
diferencia de la carne de pollo que generalmente se consume cocida. Es por ello que las
aves de postura tienen un importante rol en la epidemiologia de esta zoonosis, pues ellas
son las que contaminan el huevo con este patégeno, ya sea mediante transmision vertical
(transovarica), horizontal (por contacto directo del huevo con heces contaminadas) o

ambas a la vez.

Hasta la fecha existen numerosas medidas de control que han sido utilizadas en
aves, sin embargo ninguna de ellas ha logrado la eficiencia esperada, toda vez que la
enfermedad continda considerandose endémica y emergente. Estudios recientes,
efectuados en aves jovenes experimentalmente infectadas con S.E., utilizan bacteri6fagos
liticos (virus capaces de infectar bacterias y producir su lisis), como una alternativa
terapéutica y profilactica promisoria. Estos estudios han demostrado que los
bacteriéfagos, independiente de la via de administracion (oral, aerosol, intramuscular),
logran llegar y permanecer por un tiempo en diversos 6rganos. De esta forma, la
fagoterapia ha logrado reducir la incidencia y colonizacion de dicha bacteria a nivel cecal y
de érganos como higado y bazo. Sin embargo, no existe informacion disponible sobre la
presencia y efectividad litica de estos virus a nivel de tejido reproductivo en gallinas, por lo
que se desconoce si la fagoterapia podria tener importancia en disminuir la contaminacion

interna de los huevos.



De esta forma, surge la idea de estudiar el uso de bacteriéfagos liticos en gallinas
de postura, como una medida profilactica, que logre controlar la colonizacién y
multiplicacion de S.E. en tejido reproductivo y por consiguiente, obtener una disminucion
en la contaminacion interna de los huevos. De ocurrir asi, este hallazgo cientifico serd un
importante avance en Medicina Veterinaria Preventiva y salud publica ya que pondra a
disposicion de la industria avicola un manejo alternativo y/o complementario, tendiente al

mejoramiento de la calidad sanitaria de los huevos destinados al consumo humano.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El Género Salmonella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae y sus
microorganismos corresponden a bacilos Gram negativos, que se comportan como
patdgenos intracelulares facultativos. Antiguamente, se aceptaba taxondmicamente la
existencia de multiples especies de Salmonella, pero hoy en dia, se reconocen solo dos
especies clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas generales; Salmonella
bongori y Salmonella enterica, esta Ultima a su vez se divide en seis subespecies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae (Tindall et al., 2005). Segun el
esquema clasico de Kauffman-White basado en antigenos somaticos (O), flagelares (H) y
capsulares (Vi), las cepas se clasifican en mas de 2.500 serotipos, de los cuales la
subespecie enterica representa el 99% de los aislamientos (Parra et al., 2002; Figueroa y
Verdugo, 2005).

Estas bacterias se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza,
encontrandose en el tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y silvestres, reptiles,
aves e insectos (Parra et al., 2002). Segun la adaptacién que presenta Salmonella a su

hospedero, se distinguen tres categorias epidemioldgicas relacionadas con los serotipos:

- Serotipos que solo afectan al ser humano, como es el caso de S. Typhi y S.
Paratyphi, causando fiebre tifoidea y paratifoidea respectivamente.

- Serotipos altamente especificos a hospederos animales y que raramente producen
enfermedad en el ser humano, salvo S. Dublin que causa enteritis, septicemia,
neumonia y aborto en bovinos y, S. Cholerae-suis que provoca septicemia,
neumonia y enterocolitis en cerdos. Dentro de esta categoria se incluye también S.
Abortusequi, S. Abortusovis (ambas ocasionando aborto en equinos y ovinos
respectivamente), S. Gallinarum y S. Pullorum, las que causan fiebre tifoidea y

pulorosis respectivamente en pollos y pavos (Poppe, 1999).



- Serotipos no adaptados a un hospedero especifico, los que causan salmonelosis
en el ser humano y en una amplia gama de hospederos animales (Poppe, 1999).
Dentro de esta larga lista, de més de 2.300 serotipos, se encuentran S. Enteritidis,
S. Typhimurium, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Newport, S. Infantis, S. Agona, S.
Derby y S. Anatum, entre otros.

La Salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
mas comun y ampliamente distribuida a nivel mundial. Constituye un importante problema
en salud publica, representando elevados costos en muchos paises (WHO, 2007). Segun
una estimacion del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos
(CDCQ), las infecciones causadas por Salmonella generan 1,4 millones de casos clinicos,
15.000 hospitalizaciones y, 400 muertes cada afio en ese pais (Gast, 2007). Ademas, en
Dinamarca se calcula que el costo por infecciones causadas por Salmonella en el ser
humano, asciende a 15,5 millones de ddélares anuales, mientras que el programa de
control y erradicacion de la infeccién en animales destinados al consumo humano, tiene
un costo anual de 14,1 millones de dodlares, valor que sin embargo, es considerado una
ganancia, ya que se estima una reduccion de 25,5 millones de ddélares, por concepto de
pérdidas ocasionadas por incumplimiento laboral y tratamientos médicos (Gutiérrez et al.,
2008).

La infeccién por Salmonella se produce después de la ingestion de alimento o
agua contaminada y, aunque la exposicion a éste patdégeno es frecuente, se requiere de
un indculo aproximado de 10° a 10° bacterias, para el desarrollo de la enfermedad
sintomatica en el ser humano (Sanchez y Cardona, 2003), la que se manifiesta como un
episodio de enterocolitis autolimitante (Gutiérrez et al., 2008). No obstante, la
manifestacion de enfermedad clinica en nifios, ancianos o personas inmunodeprimidas
puede ser fatal (Breytenbach, 2004). El periodo de incubacién es generalmente de 8 a 72
horas y los sintomas que cominmente se observan son diarrea acuosa, dolor abdominal,
nduseas y fiebre, los que se resuelven entre 4 a 10 dias, sin embargo, la diarrea puede
ser severa y el paciente puede requerir hospitalizacién (Gutiérrez et al., 2008). El estado
de portador puede durar semanas a meses y el tratamiento con antibidticos solo se

recomienda en casos severos o en pacientes de riesgo (Poppe, 1999).
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Los alimentos contaminados de origen animal son fuente de un importante nimero
de infecciones en el ser humano. A su vez, los productos de origen avicola han sido la
principal fuente, pero no la Unica, de las llamadas salmonelas no adaptadas a hospedero
especifico (Poppe, 1999) y dentro de ellas, los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium,
se asocian con mayor frecuencia a las aves de corral (Breytenbach, 2004).

Desde mediados de los ochentas, el nimero de brotes de salmonelosis en
humanos por Salmonella Enteritidis se ha incrementado dramaticamente, comenzando
inicialmente en paises europeos y posteriormente reportandose en todo el mundo (Poppe,
1999; De Buck et al., 2004a). Epidemidlogos en muchos paises han atribuido una
proporcion significativa de este aumento de la incidencia al consumo de huevo
contaminado (Gast, 1994) y, analisis epidemiol6gicos apuntan a los huevos y sus
productos, como los principales factores de riesgo en las infecciones por Salmonella
Enteritidis en los seres humanos (De Buck et al.,, 2004a). En Estados Unidos de Norte
América, aproximadamente un 80% de los brotes por S.E. entre 1985-1999, en que se ha
identificado una fuente de alimentos, fueron atribuidos al huevo (Gast, 2007). Huevos
crudos o ligeramente cocidos y alimentos que lo contienen en dichas condiciones
(mayonesa casera, merengue, “milk shake”, “mousse”, helados, entre otros) han sido

implicados en brotes de salmonelosis (Poppe, 1999).

Esta misma situacion comenzo6 a evidenciarse en Chile durante 1994, en donde las
infecciones por Salmonella Enteritidis se incrementaron de manera considerable en el
norte del pais, con cifras que implicaban un 3.000% de aumento sobre los esporadicos
casos registrados histéricamente, extendiéndose progresivamente hacia el resto del pais
y, desplazando a Salmonella Typhi, que en 1998 s6lo alcanzé un 11% de los aislamientos
totales, en contraste con Salmonella Enteritidis, que en el mismo periodo ocupo6 el primer

lugar de los aislamientos con un 69% del total (Fica et al., 2001).

En el gréfico n°® 1 se presentan los casos de salmonelosis confirmados de
muestras clinicas por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) durante el periodo 2000-
2006. Existe un aumento sostenido de los casos de salmonelosis humana en el pais,
excluyendo el afio 2003, donde se registr6 un leve descenso. Cabe destacar que el

serotipo Salmonella Enteritidis es el principal agente de ETA, constituyendo casi el 50%
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del total de serotipos registrados por el ISP durante los afios en que se recopild la

informacion (Figueroa, 2007).

Gréfico n° 1: Numero de casos de Salmonella spp. y Salmonella Enteritidis en

aislamientos clinicos, segun afo. Laboratorio de Referencia. Chile 2000-2006.

| —&— Salmonella spp. —B— Salmonella Enteritidis |

2500

2000

N° de casos
[
(o]
o
o

1000 — /-//

500 .__/ ———

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Fuente: (Figueroa, 2007)

Unos de los casos mas embleméticos y que causaron gran alarma publica en el
pais, fueron los brotes de salmonelosis que se produjeron en marzo de 1998, en donde
més de una cincuentena de asistentes a dos fiestas de matrimonio realizadas en
Santiago, sufrieron toxiinfeccion por dicha bacteria. En ambos brotes se determiné que se
trataba especificamente de Salmonella Enteritidis, fagotipo 4, asociada a la mayonesa
ocupada en las preparaciones. Estudios posteriores de vigilancia alimentaria
desarrollados en la Region Metropolitana han demostrado que, aproximadamente 1 de
cada 1.000 muestras de huevos en venta, esta contaminada con Salmonella Enteritidis
(0,09%) y que 7,08% de la carne de ave, esta también contaminada por este mismo

agente (Alexandre et al., 2000). Pese a lo anterior, a los huevos se les atribuye una mayor
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importancia epidemioldgica que a la carne de ave, ya que ellos no siempre se consumen
con una coccién adecuada a diferencia de la carne, que normalmente lleva asociada un
proceso de coccidn antes de su consumo. Ademas, la poblacién estaria mas expuesta a
la infeccion por Salmonella Enteritidis, debido a la gran cantidad de unidades de huevos
que se consumen en el pais, ya que segun una estimacion del Instituto Nacional de
Estadistica (INE, 2007) la produccién de huevos destinados a consumo, en el afio 2006
fue de 2.481.816 millones, con un consumo per capita de 162,7 unidades (ASOHUEVO,
2008).

La evidencia acumulada a través de los afios indica que el huevo es la fuente mas
importante en brotes de Salmonelosis humana causada por Salmonella Enteritidis (De
Buck et al., 2004a, Messens et al.,, 2005, Braden 2006, Gast, 2007), por lo que es
necesario conocer de que manera esta bacteria logra infectar el huevo, para conseguir

establecer medidas de control efectivas contra este patdgeno.

Salmonella Enteritidis y su llegada al huevo

Las aves de postura se infectan con Salmonella Enteritidis mediante transmision
horizontal, por ingesta de alimento contaminado, o vertical, por traspaso de la bacteria de
manera transovarica. Las aves también pueden enfrentarse al patégeno, en la maquina
incubadora o nacedora, en la cual unos pocos pollos infectados pueden propagar la
infeccion al resto de las aves, asi como también es posible que adquieran la bacteria por
transferencia de ésta, desde personal encargado del traslado de las aves a la granja o del
periodo de crianza. Otras fuentes de transmision horizontal incluyen la exposicion al
patégeno por contacto con vectores de Salmonella, dentro de los que se incluyen
roedores, insectos y aves silvestres, aerosoles suspendidos en el ambiente o particulas

de polvo que transportan la bacteria (Poppe, 1999).

El resultado de la infeccion es dependiente de la dosis infectante y de la edad,
siendo las aves jovenes mucho mas susceptibles, mientras que las aves adultas
generalmente no presentan signos clinicos, sin embargo, sirven como portadores

intestinales de la infeccion por largos periodos de tiempo (Breytenbach, 2004),
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describiéndose incluso, la persistencia de la colonizacién intestinal a las 18 semanas post
inoculacion, en gallinas infectadas experimentalmente (Gast, 1994).

Después de la colonizacion del epitelio intestinal, mediante adhesinas, S.
Enteritidis es capaz de invadir y llegar a diversos érganos internos dependiendo de la
invasividad de la cepa (Gast, 1994). Asi por ejemplo, Gast y Beard (1990) inocularon 155
gallinas de postura White Leghorn de entre 22 y 88 semanas de edad, con Salmonella
Enteritidis fagotipo 13a, con una dosis de 10° UFC (unidades formadoras de colonias) por
via oral. Posteriormente, una fraccion de las aves fue seleccionada de manera aleatoria,
para ser sacrificadas semanalmente y obtener muestras de ciegos, higado, bazo, ovario y
oviducto, las que fueron analizadas mediante bacteriologia cualitativa (tabla n° 1). Los
autores del ensayo obtuvieron reaislamiento bacteriano en todos los 6rganos en las
primeras dos semanas post inoculacién (p.i.), en diferentes proporciones: 89% en ciegos,
89% en higado, 91% en bazo y un 34% tanto en ovario como oviducto. El reaislamiento
de S.E., en los mismos 6rganos, pero a las 22 semanas post inoculacién fue: 8% en

ciegos, 3% en higado y bazo, 8% en ovario y 5% en oviducto.

Tabla n° 1: Aislamiento de Salmonella Enteritidis (S.E.), desde 6rganos internos de

gallinas inoculadas por via oral a distintos tiempos post infeccion (p.i.).

Muestras positivas a S.E./ total muestras (%)

Semanas p.i. Ciegos Higado Bazo Ovario Oviducto
1 19/20 (95) | 20/20 (100) | 20/20 (100) | 14/20 (70) | 12/20 (60)

2 21/25 (84) | 19/24 (79) 20/24 (83) 1/24 (4) 3/24 (13)

3 15/40 (38) 14/40 (35) 11/40 (28) 3/40 (8) 3/40 (8)

4-5 14/30 (47) 7/30 (23) 4/29 (14) 3/29 (10) 1/30 (3)

22 3/40 (8) 1/40 (3) 1/40 (3) 3/40 (8) 2/40 (5)

Fuente: Gast y Beard, 1990

En un estudio realizado por Lopez (2007), en donde se establecié el inicio de la

colonizacion intestinal y sistémica en pollos White Leghorn de 7 dias de edad, inoculados
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experimentalmente con Salmonella Enteritidis (dosis de 10*y 10° UFC), se determiné que
la colonizacién sistémica, ocurre extremadamente rapido en las aves, pudiendo reaislarse
S.E. a las 3 horas post infeccion desde muestras de un “pool” de higado, bazo y corazon.

En este estudio no se analizaron tejidos reproductivos.

Una infeccion sistémica por este patdgeno, puede dar lugar a la colonizaciéon de
ovario y oviducto, los que pueden infectarse independientemente el uno del otro (De Buck
et al., 2004a). Okamura et al., (2001) inocularon por via endovenosa Salmonella
Enteritidis con una dosis de 5 x 10° UFC, a 19 gallinas de postura White Leghorn de 33-37
semanas de edad, para producir una infeccion sistémica. Las aves fueron sacrificadas a
los 4 y 7 dias post inoculacién, para la obtencion de muestras de tejido ovarico e
hisopados de los distintos segmentos de oviducto (infundibulo, magnum, istmo y Utero).
Adicionalmente, se recolectaron muestras sanguineas a los dias 1, 2, 4 y 7 post infeccién,
en las que fue posible el reaislamiento bacteriano en un 58%, 37%, 16% y 22% de las
aves respectivamente. Los resultados arrojados por el analisis bacteriolégico de las

muestras de tejido reproductivo, se presentan en la tabla n° 2.

Tabla n® 2. Reaislamiento de Salmonella Enteritidis desde ovario y torulados

oviductales de gallinas infectadas, a los 4 y 7 dias post inoculacion (p.i.).

Muestras positivas a S.E./total muestras (%)

Dias p.i. Ovario Infundibulo Magnum Istmo Utero
4 8/10 (80) 1/10 (10) 1/10 (10) 1/10 (10) 1/10 (10)
7 9/9 (100) 219 (22,2) 29 (22,2) 5/9 (55,5) 1/9 (11,1)

Fuente: Okamura et al., 2001

Se ha sugerido que la propagacion via hematégena hacia los foliculos ovéricos
(figura n° 1), ocurre gracias a la gran cantidad de vasos sanguineos terminales que posee
la membrana basal de las células de la teca, depositandose S.E. cerca de este sitio, para
luego penetrar dicha membrana y tomar contacto con las células de la granulosa, en

donde la bacteria es capaz de invadir y multiplicarse al interior de ellas. Posterior a ello,
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S.E. tiene la facultad de penetrar la membrana perivitelina y multiplicarse al interior de la
yema (De Buck et al.,, 2004a), la cual es un excelente medio de crecimiento para las
bacterias, incluyendo Salmonella (Poppe, 1999). En un estudio realizado con codornices
inoculadas experimentalmente con S.E. a una dosis de 10’ y 10° bacterias via
intraperitoneal, se recolectaron muestras de ovario, oviducto (infundibulo, magnum, istmo,
Utero y vagina) a las 24 y 48 horas post inoculacion, las que fueron analizadas con tincion
inmunohistoquimica; la inmunorreaccion en tejido conectivo del estroma ovarico fue
positiva en el 83% de las aves inoculadas, ocasionalmente positiva en la membrana de
las células de la teca y en algunos foliculos, se observé también la tincion en células de la

teca y granulosa (Takata et al., 2003).

Figura n° 1: Estructura y componentes de un foliculo preovulatorio aviar

wau Vitelline and perivitelline membranes
—— Basal lamina

—~ Connective tissue

== ¢ Blood vasculature
—s SMooth muscle

& Granulosa cell

% Theca cell

== Surface epithelium

Preovulatory
10-40 mm

Fuente: www.nd.edu/~avianova/lmages/FollicleDevelop.jpg

En otro estudio desarrollado con gallinas de postura White leghorn, que estaban
en su primer afio de actividad reproductiva y que fueron inoculadas experimentalmente
con S.E. via oral, se logroé el reaislamiento bacteriano desde foliculos preovulatorios en 16
de las 40 aves utilizadas, tras el sacrificio de las aves a intervalos semanales. De esas 16
aves, 10 de ellas presentaron la bacteria s6lo en las membranas foliculares (capa
granulosa y tecal), 4 en la yema folicular y 2 gallinas tuvieron presente la bacteria en
ambos sitios. De acuerdo a estos resultados, los autores sugieren que la contaminacion

interna del huevo por S.E., puede ocurrir cuando se genera la ruptura del foliculo, al
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momento de la ovulacion, transportando las células de la granulosa la bacteria
(Thiagarajan et al., 1994).

Adicionalmente, S.E. se ha encontrado en la superficie mucosa y dentro de células
epiteliales oviductales de gallinas infectadas naturalmente. En un estudio realizado por
Hoop y Pospischil (1993), se muestrearon tres parvadas de gallinas de postura, infectadas
naturalmente e implicadas en brotes de Salmonelosis humana. Treinta y siete aves en
total, de uno y dos afios de edad, fueron sacrificadas para la obtencién de muestras de
ovario y oviducto, las que se analizaron mediante cultivo bacteriano y tincién
inmunohistoquimica. En 10 de las 37 gallinas (27%) fue posible aislar S.E. a nivel de
ovario y oviducto, mientras que por inmunohistoquimica 6 de las 7 aves fueron positivas a
S.E. en oviducto, encontrandose la bacteria al interior de las células epiteliales, lumen y

glandulas tubulares de ese tejido.

Estos resultados fueron, preliminarmente, interpretados solamente como el
resultado de una infeccién ascendente desde cloaca. Actualmente se acepta que ésta no
es la unica opcion de acceso de la bacteria a oviducto, por lo que, ademéas de la
colonizacién de oviducto tras una infeccion sistémica, se describe que el huevo en
formacion, que adquirié la infeccion desde tejidos ovaricos colonizados, puede transportar
la bacteria hacia oviducto, previo a la deposicién de la cascara, asi como también se ha
propuesto la infeccion de oviducto mediante la translocacion bacteriana desde peritoneo
via macrofagos (De Buck et al., 2004a). Esto fue posible de obtener mediante la
inoculacion intraperitoneal de S.E. con una dosis de 10’ y 10° UFC en codornices, en
donde a través de tincion inmunohistoquimica, se logré visualizar la inmunorreaccion en la
superficie mucosa, epitelio, lamina propia y serosa de todos los segmentos del oviducto
(Takata et al., 2003), sefialados en la figura n° 2. No obstante, en un estudio realizado por
Keller et al., (1995), en el cual se inocularon gallinas de postura de 23-25 semanas de
edad, con S.E. (dosis de 108 UFC) via oral, no se obtuvo reaislamiento bacteriano desde

cavidad peritoneal de las aves infectadas.
Mediante infeccion experimental de gallinas con Salmonella Enteritidis, también ha

sido posible aislar la bacteria a nivel de oviducto. Es asi como De Buck et al., (2004b)

lograron demostrar la invasion y multiplicacién de S.E. en cultivos celulares de glandulas
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tubulares, tanto de istmo como magnum de gallinas de postura, los que presentaron una
cantidad de bacteria intracelular significativamente mayor a las 4 y 24 horas de
incubacién. La invasion de la bacteria en los mismos tejidos, fue confirmada de manera in
vivo, inoculando S.E fagotipo 4 (dosis de 5 x 10’ UFC), via endovenosa a tres gallinas
comerciales de postura, de 20 semanas de edad, las que fueron sacrificadas a los 4 dias
post infeccién, para la obtencion de muestras de magnum e istmo. En este estudio
ademas, fue posible apreciar que el istmo presenté un nimero mayor de bacterias
intracelulares, en el ensayo in vivo y una mayor facilidad de invasién en el ensayo in vitro,
en comparacion al magnum, por lo que los autores sugieren que Salmonella Enteritidis se

adapta mejor a ese segmento del oviducto (figura n° 2)

Figura n° 2: Anatomia del tracto reproductivo de gallina

- Infundibulo: Capta al foliculo, posterior a la ovulacion, el cual
permanece entre 15-30 minutos y se produce el depésito de
la primera capa de albimina.

- Méagnum: Este segmento produce la mayor parte de la
albumina, la que es secretada como capas concéntricas por
las glandulas tubulares y epiteliales. El huevo permanece en
este lugar alrededor de 2-3 horas.

- Istmo: Formacion de las membranas de la cascara. El
tiempo de permanencia es de 1-2 horas.

- Utero o glandula de la cascara: En este sitio se agregan
sales y aproximadamente 15 grs. de agua a la albimina.
Luego se produce la calcificacion del huevo y el depdsito de
pigmentos, asi como también la formacion de cuticula,
permaneciendo el huevo la mayor cantidad de horas (18-20)
de su formacion en este lugar.

- Vagina: No participa en la formacion del huevo.

Fuente: www.thepoultrysite.com/.../EQHfigurel.qgif
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Poco se conoce acerca de los mecanismos de colonizacion de Salmonella a nivel
de oviducto (De Buck et al., 2004a). En un estudio in vitro donde se investigé el rol de la
fimbria tipo 1 en la interaccion de S.E. con oviducto, se determind mediante ELISA
(“enzyme-linked immunosorbent assay”) que, 17 de las 56 cepas bacterianas fueron
capaces de adherirse a secrecion istmal, obtenida de gallinas comerciales de postura de
22-40 semanas de edad. La unién se vio significativamente disminuida frente a la adicion
de un 1% de manosa (inhibe la adhesion de fimbria tipo 1) y no fue posible detectarla, al
utilizar la cepa mutante fimD S1400/94 (no expresa fimbria tipo 1), lo que confirma que
dicha unién ocurre mediante este tipo de adhesina. Adicional a esto, se realiz6 otro
ensayo de adhesién, en donde se extrajo el oviducto de gallinas, para luego incubar el
istmo en una solucién que contenia 5 x 10° UFC/mL de cuatro aislados de S.E. Mediante
tincién inmunohistoquimica fue posible observar que la adhesiéon de S.E. al istmo se
produjo exclusivamente en las glandulas tubulares y que, en cultivos adicionados con
manosa, la unién al tejido fue significativamente inhibida. Con estos resultados los autores
sugieren que Salmonella Enteritidis, localizada en las glandulas tubulares del istmo,
puede ser transportada facilmente hacia el huevo en formacion, debido a la afinidad que
presenta la bacteria a la secrecion istmal, puesto que es ella quien genera las fibras de las
membranas de la céascara; ésta localizacion al interior del huevo es favorable para la
bacteria, ya que se encuentra mas o menos protegida de los factores antimicrobianos

presentes en la albimina (De Buck et al., 2003).

La contaminaciéon del huevo por Salmonella Enteritidis puede ocurrir por
penetracion de la bacteria a través de la cascara, cuando ésta toma contacto, durante o
después de la ovoposicion, con heces contaminadas o por infeccion directa de yema,
albumina, membranas de la cascara o cascara, antes de la ovoposicién, desde tejido
reproductivo infectado (Poppe, 1999; De Buck et al., 2004a). La ruta mas frecuente de
infeccibn aun no logra esclarecerse (Messens et al., 2005), sin embargo existe una
relacion inconsistente entre la contaminacion de la cascara del huevo por Salmonella
Enteritidis y el contenido del huevo (De Buck et al., 2004a). Analisis bacteriologicos de
huevos provenientes de gallinas infectadas experimentalmente, no lograron establecer
una relacién entre el traspaso fecal de la bacteria y su presencia en el contenido del

huevo, lo que seria un indicio de que la contaminacion interna del huevo es mas probable
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de ocurrir, a partir de tejido reproductivo infectado, que por penetracion de la bacteria a
través de la cascara del huevo (De Buck et al., 2004a).

Después de la ovoposicion, la cascara del huevo puede adquirir contaminacion a
partir de todas las superficies donde toma contacto y la magnitud estd4 directamente
relacionada con la limpieza de esas superficies. Se describe que Salmonella, presente en
la cascara del huevo, puede morir rdpidamente durante el almacenamiento, sin embargo,
si bien la carga bacteriana disminuye a través del tiempo cuando los huevos son
almacenados a 4°C, S.E. logra sobrevivir por cuatro semanas. Adicional a esto,
Salmonella es capaz de multiplicarse en la superficie de la cascara, a 25°C, ya que las

heces logran proveer los nutrientes requeridos para ello (Messens et al., 2005).

El huevo posee tres barreras fisicas que previenen la penetracion bacteriana; una
capa proteinacea hidréfoba (cuticula) que ocluye los poros presentes en la céscara, la
propia cascara del huevo y las membranas de la cdscara que separan la albimina de la
cascara del huevo. Multiples factores afectan o influyen sobre la probabilidad que tienen
las bacterias para penetrar el huevo a través de la cascara, dentro de ellos se encuentran
la temperatura diferencial entre el huevo y el ambiente, en donde se observa un
porcentaje de contaminacién y una tasa de penetracién mas rapida, cuando el huevo esta
mas calido que el ambiente, ya que se favorece el arrastre de la bacteria a través de los
poros, como resultado de la presidon negativa que se genera. La carga bacteriana
presente en las heces, también influye sobre la contaminacion del huevo, describiéndose
una mayor frecuencia cuando existe una mayor cantidad de unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo de heces, asi como también influyen la temperatura y humedad
relativa ambiental, incrementandose el nivel de penetracién, cuando éstas aumentan. La
cuticula es la primera defensa en el huevo contra la infeccibn bacteriana, pero en los
primeros minutos después de la ovoposicion, usualmente estid hUmeda e inmadura, por lo
que es poco efectiva en la prevencion de la penetracién bacteriana. Ademas, no es un
aspecto inherente de la cdscara del huevo y se ha visto que una pequefia fraccién de
huevos (3,5%) carece de cuticula, un 8% no la posee en su extremo aguzado 0 romo y se
ha demostrado que la cuticula de muchos huevos a lo largo del ciclo de postura, estuvo
ausente o incompleta. Estudios en donde se removié la cuticula por abrasion o se altero6 la

superficie del huevo mediante lavado quimico, han obtenido un incremento en la
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penetracion bacteriana, sin embargo algunos autores cuestionan la eficiencia de la
cuticula, como primera linea de defensa frente a la penetracion bacteriana. La calidad de
la cascara del huevo también incide en la penetracién bacteriana, encontrandose una
mayor probabilidad de penetracion de Salmonella, en huevos con baja gravedad
especifica y por lo tanto, con cascara mas delgada, asi como también aumenta la
frecuencia de penetracion por S.E., cuando existen grietas en la superficie de la cascara
(Messens et al., 2005).

Como se ha demostrado, S.E. es un patégeno que utiliza como principal reservorio
a las aves, donde el consumo inadecuado (crudo o semicrudo) de huevos contaminados,
se asocia a graves problemas en salud publica y a grandes pérdidas econdmicas para los
paises y la industria avicola. La prevencion de ETA en humanos, tal como Salmonella, ha
dependido histéricamente de salvaguardar la integridad microbiologica de los productos
alimenticios o la descontaminacion de ellos antes de su consumo. En los ultimos afios se
han ampliado los esfuerzos para obtener productos avicolas seguros, prestando una
mayor atencién a los factores relacionados con el manejo de las aves durante el ciclo
reproductivo y cuya meta es obtener productos de origen avicola seguros para el
consumo humano, minimizando las oportunidades para la introduccién, persistencia y
transmision de Salmonella a los lotes de aves (Gast, 2007). Al respecto, la Medicina
Veterinaria ha buscado, mediante estudios cientificos, diversas medidas de prevencién y
control frente a esta bacteria, entre las que se pueden mencionar programas de

vacunacion, exclusion competitiva, medidas sanitarias, terapia antimicrobiana, entre otras.

En el ambito nacional, a raiz de los brotes producidos durante el afio 1998 en
Chile, asesores de la Asociacion de Productores de Huevo (ASOHUEVO) junto a médicos
veterinarios del Servicio Agricola Ganadero (SAG), crearon un plan nacional de control de
Salmonella, dentro del que se incluye el monitoreo en planteles de reproductoras y
ponedoras, mediante serologia y aislamiento bacteriano, medidas de control bésicas
como bioseguridad, uso de exclusiébn competitiva, vacunacion, eliminacion (cuando es
factible) o tratamiento con antimicrobianos de lotes positivos, entre otras (Gonzalez y
Correa, 1998).
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El objetivo de vacunar gallinas ponedoras es reducir o incluso suprimir
completamente la colonizacion del huevo. En la actualidad existen dos tipos de vacunas
contra Salmonella; vacunas muertas y vivas, las que confieren cierto nivel de proteccion
(De Buck et al., 2004a). La administracion de bacterinas mas un adyuvante, via
subcutdnea o intramuscular ha sido vinculada con una reduccién significativa en el
aislamiento de Salmonella Enteritidis desde heces, 6rganos internos y huevos de gallinas
desafiadas oralmente con la bacteria, pero una de las limitaciones de las vacunas muertas
es la incapacidad que tienen de producir una inmunidad celular efectiva. Una proteccién
de mayor eficacia y duracion es producida al utilizar vacunas vivas contra Salmonella,
posiblemente como resultado de una presentacion de antigenos mas relevantes, al
sistema inmune y de manera mas prolongada en el tiempo. Sin embargo, cabe destacar

gue ningun tipo de vacuna ha logrado prevenir completamente la infecciéon (Gast, 2007).

Otra estrategia de control utilizada, es la prevencion de la colonizacion intestinal de
Salmonella, mediante el uso de prebiéticos, probidticos y otros aditivos alimentarios (De
Buck et al.,, 2004a). Los probidticos corresponden a microorganismos viables
suplementados en el alimento, que mejoran el balance microbiano intestinal, promueven
la maduracion e integridad del intestino, tienen efecto antagdnico con bacterias patdégenas
y son inmunomoduladores. Dentro de los efectos benéficos se incluyen ademas, el
mantenimiento de microflora normal en intestino por exclusién competitiva, aumento en la
ingesta de alimento y neutralizacion de enterotoxinas. Los prebiéticos se definen como
carbohidratos no digestibles, beneficiosos para el hospedero, ya que estimulan de manera

selectiva el crecimiento bacteriano en tracto gastrointestinal (Dunkley et al., 2008).

Con respecto a las medidas sanitarias, varias de las recomendaciones especificas
son caracteristicas comunes de casi todos los programas de control de Salmonella.
Dentro de ellas incluyen la obtencién de huevos fértiles o pollos provenientes solamente
de parvadas reproductoras libres de Salmonella spp., limpieza y desinfeccion
(particularmente con compuestos fendlicos y amonio cuaternario) de los galpones entre
parvadas, implementacion de un plan de control de roedores e insectos y monitoreo
periddico, estrictas medidas de bioseguridad, utilizacion de alimento peletizado que no

contenga proteina animal y agua de buena calidad microbioldgica (Gast, 2007).
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Pese a todos los esfuerzos que ha realizado el sector avicola en implementar
estas medidas de control, los resultados no han sido lo suficientemente buenos, por lo
que es necesario seguir la busqueda de nuevas alternativas que permitan, en alguna
medida contribuir en ello. De acuerdo a esto, cabe destacar que recientes estudios sobre
el uso de bacteri6fagos, son presentados como una promesa terapéutica y profilactica en
el control de infecciones bacterianas (Skurnik y Strauch, 2006).

Los bacteriéfagos o también llamados fagos, corresponden a virus que invaden
células bacterianas y, en el caso de los bacteriéfagos liticos, interrumpen el metabolismo
bacteriano y causan su lisis, a diferencia de los bacteri6fagos lisogénicos, quienes
integran su genoma al del hospedero permaneciendo como profagos (Gorski y Weber-
Darbrowska, 2005). Los profagos pueden activarse y continuar el ciclo litico, cuando la
bacteria se encuentra en condiciones ambientales adversas (Skurnik y Strauch, 2006).
Los grupos de bacteri6fagos son variados, con diferente tamafio y morfologia, con
material genético tipo RNA o DNA, de hebra doble o simple y, al menos un 96% de ellos,

pertenecerian al orden Caudovirales (Dabrowska et al., 2005).

Los fagos son muy especificos en reconocer su célula hospedera y no poseen
efectos adversos en otros tipos de bacterias (Carlton, 1999; Joerger, 2003; Huff et al.,
2004; Skurnik y Strauch, 2006; Hagens y Loessner, 2007), son ubicuos y un gran nimero
de ellos se encuentran en distintos ecosistemas naturales, entre ellos tierra, agua dulce,
agua del océano, materia vegetal e incluso alimentos (Hagens y Loessner, 2007).
Ademaés, pueden ser aislados desde piel, saliva, heces, entre otros, tanto de humanos
como animales y se encuentran presentes en el tracto gastrointestinal como un
componente importante de la flora microbiana (Dabrowska et al., 2005), contribuyendo a
la eliminacién de bacterias nocivas y reduccién del nimero de bacterias comensales,

aliviando la carga bacteriana (Gorski y Weber-Darbrowska, 2005).

Gracias a la habilidad que tienen los bacteriéfagos para lisar células bacterianas y
terminar con procesos infecciosos es que surge la idea de utilizar estos virus como
agentes terapéuticos (Skurnik y Strauch, 2006). Este concepto fue propuesto poco tiempo
después del descubrimiento de los fagos, aproximadamente hace 90 afios atras, cuando

en 1919 el microbiélogo franco-canadiense Félix d” Herelle, inicia probablemente el primer
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intento de fagoterapia, en un hospital infantil de Francia utilizando bacteri6fagos para el
tratamiento de disenteria en nifios, cuyos sintomas cesaron después de la aplicacién de
una dosis Unica y todos los pacientes se recuperaron dentro de pocos dias (Sulakvelidze
et al., 2001). Debido al descubrimiento de los antibibticos, la investigacion respecto al uso
terapéutico de los fagos se detuvo, pero hoy en dia, debido al creciente problema de
resistencia a los antimicrobianos, es que renace el interés por la fagoterapia (Hagen y
Loessner, 2007).

Si bien los bacteriéfagos liticos son similares a los antibiéticos, en el sentido de
que ambos presentan actividad antibacteriana, los fagos poseen una serie de ventajas

respecto a ellos, como por ejemplo: (Sulakvelidze et al., 2001).

a. Alta especificidad sobre su bacteria blanco, lo que permite instaurar una terapia sin
alterar la flora microbiana normal del organismo, evitdndose la generacion de
infecciones secundarias.

b. Los bacteriéfagos tienen la capacidad de replicarse en el sitio de infeccién y por lo
tanto estan disponibles mientras sea necesario.

c. No se han descrito efectos adversos serios, a diferencia de los antibioticos quienes
pueden provocar desordenes intestinales, alergias e infecciones secundarias.

d. Se describe que la tasa de resistencia es aproximadamente 10 veces menor que los
antibioticos.

e. Las bacterias fago-resistentes pueden permanecer susceptibles a otros fagos que
poseen un rango similar de bacterias blanco.

f. La seleccion de nuevos fagos es un proceso relativamente rapido, mientras que el
desarrollo de nuevos antibioticos es un proceso que consume bastante tiempo e

incluso puede tomar varios afios.

Una serie de estudios sobre el uso de bacteriéfagos en Medicina Veterinaria, han
sido realizados. Uno de los primeros trabajos fue desarrollado por W. Smith vy
colaboradores (Sulakvelidze et al., 2001) quienes demostraron de manera exitosa, la
capacidad que presentan los bacteri6fagos como terapia curativa, frente a E. coli, en
ratas, y posteriormente, evidenciaron una disminucién del numero de bacterias blanco, en

el tracto alimentario de terneros, lechones y corderos infectados con E. coli, cuando se les
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administré6 una dosis Unica de fagos especificos contra dicha bacteria. El tratamiento
ademas fue capaz de detener la pérdida de fluidos y todos los animales sobrevivieron a la

infeccion.

En el caso especifico de Salmonella en aves, los bacteriéfagos también han sido
empleados como una herramienta efectiva, en el control de esta enterobacteria. En una
investigacion realizada por Fiorentin et al., (2005) se estudié un céctel de fagos (CNPSAL,
CNPA3 y CNPSA4), como agente terapéutico en pollos Broilers de un dia de edad
infectados experimentalmente con S.E. Al séptimo dia post infecciéon, las aves fueron
tratadas por via oral, con el coctel de fagos (10" UFP/mL) y luego 5 aves de cada grupo
fueron sacrificadas a diferentes intervalos de tiempo (0, 5, 10, 15, 20, 25 dias) post
tratamiento (p.t.). Al quinto dia p.t. se observdé una disminucién de 3,5 érdenes de
magnitud en las unidades formadoras de colonias de S.E., por gramo de contenido cecal
(UFC/g) y las muestras recolectadas en los dias siguientes todavia se presentaban con
una menor colonizacién bacteriana, al ser comparadas con las muestras del grupo control
de infeccién. En 6rganos internos (bazo e higado) si bien, se observ6 una disminucion de

la incidencia de infeccién, esta diferencia no logro ser estadisticamente significativa.

El mismo afio se evalu6 la eficacia de dos tratamientos orales (Toro et al., 2005):
una mezcla de 3 fagos liticos, S2a, S9 y S11, (suministrados 3 dias antes y 2 dias
después del desafio bacteriano) y exclusion competitiva (E.C., administrada los 3
primeros dias de vida de las aves), para reducir la colonizacion de Salmonella
Typhimurium (S.T.) en pollos SPF White Leghorn de un dia de edad, infectados
experimentalmente con una dosis de 3,9 x 10° UFC/mL. La bacteriologia cuantitativa a
nivel de ileon, revel6 que en los grupos tratados sélo con E.C. y BF (fagos) asociados a
E.C., disminuy6 el recuento bacteriano, con respecto a las aves que no recibieron
tratamiento (grupo control positivo). Sin embargo, las aves tratadas so6lo con BF no
presentaron una disminucion significativa en el recuento bacteriano, a nivel de dicho
tejido. En ciegos se observé una disminucion significativa de S.T. (10 veces menor) en los
grupos tratados con BF sélo, BF + E.C. y E.C. sola, respecto a las aves que no recibieron
tratamiento. En cuanto al recuento bacteriano realizado en muestras de higado y bazo,
fue posible observar una disminucién, pero no se encontraron diferencias significativas en

los grupos de aves que recibieron tratamiento versus el grupo control positivo.
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En un estudio anélogo, Filho et al., (2007) realizaron dos ensayos en pollos de un
dia de edad, para demostrar la eficacia del uso de fagoterapia en combinacion con un
probiético comercial (Floramax-B11) en el control de S.E. En ambos ensayos, todas las
aves empleadas fueron desafiadas con una dosis de 3 x 10° UFC de S.E. via oral. En el
primer ensayo, una hora post infeccidbn se les administraron intracloacalmente, los
bacteri6fagos denominados WT45¢ (10° UFP/ave) solos o en combinacién con el
probidtico, dependiendo del grupo experimental. Ambos tratamientos redujeron
significativamente la incidencia de infeccion de S.E. reaislada desde tonsilas cecales,
comparados con el grupo control de infeccion y no se observé un efecto aditivo en la
reduccién de S.E., al administrar ambos tratamientos (probiéticos y fagos). En el segundo
ensayo, se utilizaron dos grupos distintos de bacteriéfagos (WT45¢ y CB4¢), los cuales se
administraron a una dosis de 10° UFP/ave, por via oral, solos o en combinacién, una hora
después del desafio con S.E. (dosis de 9 X 10° UFC) por via oral. En esta segunda
experiencia se observo que los bacteriéfagos (solos 0 en combinacion) disminuyeron
significativamente el porcentaje de infeccion a nivel de tonsilas cecales, comparado con el
grupo de aves que no recibié ningun tratamiento posterior a la infecciébn experimental con
S.E., logrando una mayor reduccién cuando ambos grupos de bacteri6fagos fueron
administrados en conjunto. Cabe sefialar que en este estudio no se informan datos sobre

infeccién sistémica.

Otro estudio realizado por Atterbury et al., (2007) demostré que el uso de un
bacteri6fago de manera terapéutica, redujo significativamente la colonizaciéon de S.E. a
nivel de ciegos (1,53 = 2,38 UFC/g logyc), en pollos Broilers comerciales de 36 dias de
edad, comparados con el grupo control de infeccién (5,77 + 1,85 UFC/g logo). En este
ensayo se utilizaron distintas dosis de fago (10° o 10" UFP), no encontrandose diferencias
significativas entre el grupo de aves tratadas con la menor dosis y el grupo control de
infeccion. Ademas se midi6 la presencia de fagos en ciegos y se determind que ellos
fueron removidos rpidamente en ausencia de su bacteria blanco (grupo control sano),

estando por debajo del limite de deteccion después de las 48 horas post tratamiento.
Los estudios descritos, utilizan a los bacteriéfagos como terapia curativa frente a la

infeccion por Salmonella en aves. Sin embargo, recientes estudios intentan demostrar la

eficacia de los bacteriéfagos como biocontroladores preventivos en la colonizacion de
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Salmonella en aves infectadas experimentalmente. Borie et al., (2008b) realizaron un
estudio, en el cual utilizaron bacteri6fagos como terapia preventiva frente a S.E. en pollas
White Leghorn de 10 dias de edad. Las aves recibieron, 24 horas antes del desafio con la
bacteria, una mezcla de 3 fagos liticos los cuales se administraron mediante agua de
bebida o por aspersién. Los animales fueron sacrificados a los 10 dias post infeccién y se
recolectaron muestras de intestino y “pool” de érganos (bazo, higado y corazén). La
bacteriologia cualitativa efectuada en muestras de intestino, revel6 una disminucion
significativa en la incidencia de S.E. en los pollos tratados via aspersion con BF (72,7% de
positividad), comparados con las aves del grupo control positivo (100% de infeccién), no
asi en el grupo tratado con BF via agua de bebida, en donde no se evidenciaron
diferencias significativas. A nivel de érganos, el tratamiento por agua de bebida present6
una menor incidencia de S.E. (40,9%), en relacion al grupo que recibié los fagos via
aspersion (59,1%) y el control positivo (77,2 %). Con respecto al recuento de S.E. a nivel
intestinal, ambos tratamientos, via aspersién o en agua de bebida, (4,04 UFC/g log.o Y
4,25 UFC/g log,o respectivamente) redujeron significativamente la carga bacteriana,
respecto al grupo control de infeccién (5,67 UFC/g logi). Adicionalmente, los autores
comprobaron que la terapia preventiva con bacteriéfagos (por aspersion), asociada a la
administraciéon temprana de un probiético presentd un porcentaje de infeccion
significativamente menor (38,7%), en relacion al del grupo control sin terapia (100%); las
terapias administradas por separado, si bien mostraron buenos resultados, combinadas
resultaron ser mejor. En lo que respecta a bacteriologia cuantitativa cecal, se encontré
qgue las aves tratadas con probiético mas fagos disminuyeron significativamente el
recuento de S.E. (0,34 UFC/g logio), al compararlas con el grupo control de infeccion
(2,03 UFC/g logio) (Borie et al., 2009).

Como se ha sefialado a través de la presente revision bibliogréfica, los
bacteriéfagos, descubiertos hace casi un siglo atrds, vuelven a ser evaluados como una
alternativa terapéutica factible y de acuerdo a ello, resulta interesante estudiar su eficacia
en la prevencion de la colonizacion de Salmonella Enteritidis a nivel de tejido reproductivo
(ovario y oviducto), de gallinas de postura. Cabe destacar que hasta la fecha, tanto en la
literatura nacional como internacional, no existen precedentes de una investigacion, en el

ambito de los bacteriéfagos como biocontroladores, de similares caracteristicas.
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HIPOTESIS

De acuerdo a la informacion de la literatura internacional y a lo demostrado por
experiencias nacionales previas, se espera que la utilizacion de una mezcla de 3
bacteriofagos liticos, administrados en forma profilactica, disminuya significativamente la
colonizacion y el recuento de Salmonella Enteritidis, en tejido reproductivo de gallinas de

postura infectadas experimentalmente.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia de la administracién de bacteri6fagos liticos, como medida
profilactica en gallinas de postura infectadas experimentalmente con Salmonella
Enteritidis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la dosis minima infectante (DMI) de la cepa Salmonella Enteritidis nal’ rif’

para gallinas de postura comerciales.

2. Determinar la incidencia de infeccién y recuentos de Salmonella Enteritidis en tejidos
reproductivos (ovario y oviducto) de gallinas de postura, infectadas experimentalmente
con la cepa Salmonella Enteritidis nal' rif' y tratadas previamente con una mezcla de

tres bacteriéfagos liticos.
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MATERIAL Y METODOS

1. Financiamiento

El presente trabajo se efectué como parte del proyecto Fondecyt N° 1080291
“Control de Salmonella Enteritidis en avicultura: Bacteriéfagos en aves de postura y
alimentos derivados de la industria avicola”. El estudio se realizé en las dependencias del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.

2. Animales

Para el presente estudio, se utilizaron aves de postura comerciales pertenecientes
a la linea genética Hy Line Brown de 22 semanas de edad, adquiridas en un plantel de la
VIl Regién del Maule, en el cual no se ha informado la presencia de Salmonella y cuyas
madres son vacunadas a la semana 14 y 16 de edad. Dichas aves se mantuvieron
durante la experiencia, en la unidad de animales de experimentacién del Departamento de
Medicina Preventiva Animal y se les proporcion6 agua ad libitum y alimento comercial sin

antimicrobianos.

Previo al estudio, las aves fueron sometidas a tres pruebas diagndsticas, para
corroborar su negatividad frente a Salmonella spp.: Cultivo, Reaccion de la Polimerasa en
Cadena (PCR, realizada por el Laboratorio de Microbiologia), ambas a partir de muestras
de un “pool” de heces y Serologia (realizada por el Servicio Agricola Ganadero) a un

grupo de 10 aves seleccionadas al azar.

Las aves resultaron negativas a Salmonella spp. en todas las pruebas diagnésticas

mencionadas, por lo que se dio inicio a la experiencia propiamente tal.
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3. Cepa desafio

Cepa nativa de Salmonella Enteritidis aislada desde tejido reproductivo de gallina,
donada por el Servicio Agricola Ganadero (SAG). De ella, se seleccion6 una mutante
espontanea, resistente a Acido Nalidixico (nal) y Rifampicina (rif), en la Pontificia
Universidad Catélica de Valparaiso y a la cual se le han realizado 9 pasajes en aves, para

exacerbar su virulencia.

4. Bacteriéfagos (BF)

Para el estudio se utilizé6 una mezcla de 3 bacteri6fagos (BF) liticos nativos (Fago
F18a, Est2, Est16) suspendidos en agua destilada, los cuales fueron administrados con
una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10° UFP (unidades formadoras de placa)/mL, que
corresponde a la cantidad de bacteridfagos ofrecidos por cada bacteria inoculada. Los
fagos fueron caracterizados (Robeson et al., 2008) y preparados por el Dr. James

Robeson de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.

5. Calculo de la dosis minima infectante (DMI)

La dosis minima infectante se estableci6 como la menor dosis que lograra el

reaislamiento cecal de Salmonella Enteritidis nal' rif’ en al menos el 90% de las aves.

Para realizar este calculo, se utilizaron tres grupos experimentales de aves
(descritas en el punto 2), las que se inocularon por via oral forzada, con diferentes dosis
de la cepa desafio (10°, 10° y 10° UFC/mL). Para ello, S.E. nal' rif" se cultivd a 37° C por
24 horas en caldo Luria Bertani (Difcog) Yy luego se traspasé una alicuota de este caldo a
un tubo de ensayo con suero fisioldgico estéril (S.F.E.), al que se le ajusté su turbidez de
acuerdo al tubo N° 1 del Nefelémetro de McFarland (3 x 10® bacterias/mL). A partir de
esta suspension las aves fueron inoculadas con 2,3 mL (para alcanzar una concentracion
bacteriana tedrica de 6,9 x 10® UFC) u 8,5 mL (para alcanzar una concentracion
bacteriana tedrica de 2,55 x 10° UFC), mientras que las aves inoculadas con una dosis de
10" UFC, recibieron 3 mL de la suspension inicial diluida al décimo en S.F.E., para

alcanzar una concentracion bacteriana teérica de 9 x 10’ UFC. Posterior a la inoculacion
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de las aves, se efectuaron 7 diluciones al décimo de la suspension utilizada, en S.F.E.,
para realizar el recuento bacteriano (UFC/mL) sobre placas de agar XLD (Difcog) con
Acido Nalidixico (Arlabe, 20 ug/mL) y Rifampicina (Arlabe, 20 pug/mL) y con ello confirmar

la concentracion real inoculada.

Al décimo dia post infeccion, todos los animales fueron sacrificados mediante un
método quimico, utilizando el barbitirico T61e (Laboratorio Intervet), via intrapulmonar,
con una dosis de 2 mL/ave (AVMA, 2001). La necropsia de las aves se efectlo en la sala
de necropsia del Departamento de Patologia Animal, en donde se recolectaron muestras
individuales de ovario, oviducto y ciegos, las que se analizaron mediante bacteriologia

cualitativa (descrita en el punto 7.1).

6. Grupos de aves

Posterior a la determinacion de la DMI, se formaron de manera aleatoria cuatro

grupos de aves para la realizacién del ensayo:

Grupo N° de aves Dosis bacteriéfagos Dosis S.E. nal' rif'
(MOI) #
A (control negativo) 10 e e
B (control de infeccion) 30 e 1 DMI
C (control inocuidad de BF) 10 103 UFP -
D (Terapia con BF) 30 10° UFP 1 DMI

* MOI: Multiplicidad de infeccion

Los tres primeros dias de la experiencia, las aves pertenecientes a los grupos C
(control de inocuidad de fago) y D (terapia fagos) recibieron diariamente 10™ UFP/mL
(MOI: 10° UFP/dosis/fago) de la mezcla de los bacteriéfagos, por via oral forzada con
sonda flexible (figura n° 3a). Al cuarto dia de experimentacion, las aves de los grupos B
(control infeccién) y D (terapia fagos) fueron desafiadas mediante inoculacion oral forzada

igura n , con una e la cepa S.E. nal' rif. Cabe destacar que cada grupo de
fi °3b DMI de | S.E. nal' rif. Cabe d d d
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aves se manej0 de manera separada y aquellas aves que no recibieron la mezcla de
bacteri6fagos, se mantuvieron en una sala experimental completamente aislada de
aquellas que si la recibieron y fueron asistidas por personal diferente para evitar toda

contaminacién cruzada.

Figura n°® 3: Inoculacion oral forzada con bacteriéfagos (a) o Salmonella Enteritidis (b).

Al décimo dia post desafio, las aves fueron sacrificadas a través de la
administracion del barbittrico T61e a una dosis de 2 mL/ave, via intrapulmonar (AVMA,
2001) y la necropsia se realizo en la sala de necropsia del Departamento de Patologia
Animal, en donde se obtuvieron muestras individuales de ovario y oviducto, para su
posterior andlisis bacteriologico cualitativo y cuantitativo. Para evitar contaminacion entre

ambas muestras al momento de la extraccion, primero se obtuvo oviducto y luego ovario.
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7. Bacteriologia

Se realiz6 siguiendo las pautas recomendadas por Murray y Barton (1993):

Bacteriologia Cualitativa

Cada muestra de tejido reproductivo, ovario y oviducto, fue pesada y colocada
individualmente en bolsas plasticas estériles para stomacher (Whirl Pak, Nascog), a las
cuales se les adicion6 caldo de cultivo Rappaport - Vassiliadis (RV, Difcog), en razén
aproximada de 1:5. Posteriormente cada muestra se homogeniz6 en el equipo
homogenizador (IUL Instrumentsg) por 180 segundos e incub6 en una estufa a 37° C por
72 horas. La siembra a partir de las bolsas homogenizadas se efectud a las 48 y 72 horas
sobre placas de agar XLD (Difcoe) con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/mL) (Arlabg),
las que fueron incubadas a 37° C durante 24 horas, para su posterior lectura. Las colonias
sospechosas, es decir aquellas de borde transparente con centro negro, se sometieron a
una prueba rapida de aglutinacién con suero anti-Salmonella grupo D1 (Difcog) y bateria
bioquimica corta (fermentacién de azucares y produccién de H,S en agar Kligler,
utilizacién de citrato en agar citrato de Simmons y desaminacion de la Fenilalanina en

agar fenilalanina).

Todas las muestras negativas, fueron sometidas a PCR, para descartar falsos

negativos.

Bacteriologia Cuantitativa

Para realizar el recuento de colonias de la cepa desafio en ambos tejidos, se
extrajo de manera individual, 1 mL de cada homogenizado en caldo Rappaport—
Vassiliadis de las muestras de ovario y oviducto sin incubar y luego se le realizaron 4
diluciones al décimo en agua peptonada tamponada (APT, Oxoidg). Posterior a ello, se
obtuvieron 100 pL del homogenizado inicial y de cada una de sus diluciones, para ser
sembrados por extensién con asas de Digralsky (figura n° 4) de manera individual en la

superficie de placas de agar XLD (Difcos) mas Acido Nalidixico y Rifampicina (20 ug/ml)
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(Arlabg). Dichas placas fueron incubadas por 24 horas a 37° C y luego se procedio al
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Figura n°® 4: Siembra en superficie por extension, con asa de Digralsky.

a b

a: Aplicaciéon de 100 uL de muestra, sobre placa con agar XLD adicionado con antibiéticos

b: Extensién de la muestra sobre la superficie de la placa, mediante asa de Digralsky

8. Normas de Bioseguridad

Para el manejo de los grupos experimentales y el trabajo de laboratorio, se
utilizaron las normas recomendadas por el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, 2007) de Estados Unidos para un nivel de bioseguridad 2,
correspondiente a Salmonella no Typhi. Dentro de ellas, se incluye el uso de vestimenta
desechable (overoles con gorro, protectores faciales, guantes de latex, cubrebotas y
manguillas cubrebrazos), el mantenimiento de los animales de experimentacion en

dependencias de uso exclusivo para fines experimentales, acceso restringido al personal
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autorizado, uso de sefiales de advertencia de riesgo biologico, utilizacion de
desinfectantes, tales como, alcohol yodado, cloro, derivados del amonio cuaternario,
glutaraldehido y descontaminacion de material antes de su eliminacion, mediante

autoclavado.

Posterior a la eliminacién de las aves, se realizo la desinfeccion del lugar donde
residieron, utilizando un derivado del amonio cuaternario (Metacuatg) en pisos, paredes y
jaulas y posteriormente, se aplicé glutaraldehido al 2,5% (Aseptic-Steryl, Ecolabg) en
aspersion, como esterilizante. Los desechos liquidos recibieron un tratamiento de
cloracién (1000 ppm) previo a su evacuacion y los desechos sélidos, dependiendo de su
naturaleza, se incineraron o se descontaminaron mediante autoclavado, antes de ser

eliminados.

9. Andlisis Estadistico

Los resultados de la bacteriologia cualitativa de los grupos B y D, se expresaron
como proporciones de positividad y sus diferencias fueron sometidas a la prueba de
independencia con X?. Los resultados de la bacteriologia cuantitativa de esos mismos
grupos, se expresaron como unidades logaritmicas (logio) y sus diferencias se estudiaron

mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de un criterio (Infostat, 2004).
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RESULTADOS

1l.a. Dosis minima infectante (DMI):

Para establecer la dosis minima infectante, definida como la menor dosis que logre
el reaislamiento cecal en al menos el 90% de las aves, se analizaron muestras de ciegos
y tejido reproductivo (ovario y oviducto) obtenidas al décimo dia post infeccion de gallinas
infectadas con diferentes dosis de S.E. Los resultados de la bacteriologia cualitativa se

exponen en la tabla n° 3.

Tabla n°® 3: Aislamiento de Salmonella Enteritidis, desde ciegos y tejido reproductivo de

gallinas infectadas experimentalmente con distintas dosis de la bacteria.

% muestras positivas a Salmonella Enteritidis

Dosis total (UFC) Ciegos Ovario Oviducto
9 x 10’ 90 0 0
6,9 x 10° 100 25 50
2,5 x 10° 100 50 50

Como se observa en la tabla n° 3, en todas las dosis utilizadas fue posible obtener
una infeccién cecal igual o superior al 90%, sin embargo solamente en las dosis de 10% y
10° UFC se logré reaislar Salmonella Enteritidis, a partir de tejidos reproductivos (ovario y
oviducto). Por lo anterior, se decidi6 trabajar con la concentracion bacteriana

correspondiente a 10® UFC.

1.b. Dosis de S.E. y bacteri6fagos:

La DMI de S.E. nal'rif" que finalmente se utilizé para la experiencia propiamente tal
fue de 2,4 x 108 UFC/ave (dosis total en 3,5 mL), con la que se logro infectar a un 96,6%
de las aves a nivel cecal. De acuerdo a esto, la dosis de la mezcla de bacteriéfagos liticos

que se empled, fue de 10™ UFP/dosis/fago, que corresponde a una MOI de 10° UFP.
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2. Bacteriologia Cualitativa:

Los resultados se presentan a continuacion en la tabla n° 4 y grafico n° 2.

Tabla n° 4: Aislamiento de Salmonella Enteritidis a los 10 dias post infeccién, desde tejido

reproductivo de gallinas infectadas experimentalmente y tratadas con bacteriéfagos.

N° muestras positivas a S.E./total

Grupo Ovario Oviducto
B (control infeccidn) 13/30 7/30
D (S.E + fagos) 9/30 3/30

Como se aprecia en la tabla n° 4 y gréfico n° 2, en 13/30 (43,3%) aves del grupo
control de infeccidon fue posible reaislar Salmonella Enteritidis a nivel de ovario, mientras
que en el mismo tejido, se obtuvo un porcentaje de infeccion menor 9/30 (30%), en las
aves pertenecientes al grupo D, quienes recibieron la terapia profilactica con
bacteriéfagos y posteriormente fueron desafiadas con S.E.; ésta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p= 0,2839). En cuanto a las muestras de oviducto, en el
grupo control de infeccion fue posible reaislar la bacteria en 7/30 (23,3%) aves, versus
3/30 (10%) aves del grupo D (S.E. + fagos), no encontrandose una diferencia significativa

entre ambos grupos (p= 0,1659).

Cabe destacar que todas aquellas muestras negativas a Salmonella Enteritidis, se

analizaron mediante PCR, no encontrandose muestras positivas adicionales.
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Gréfico n° 2: Porcentaje de infeccion a nivel de tejido reproductivo (ovario y oviducto) de
gallinas inoculadas con Salmonella Enteritidis y tratadas con bacteri6fagos.

O Control infeccién B Terapia con fagos

100 1

90 1

80

70

Porcentaje
de infeccién

ovario oviducto

Tejido

Es relevante sefialar que en ninguna de las aves de los grupos experimentales se
observo algun tipo de sintomatologia sugerente de enfermedad entérica y/o sistémica y, a
la necropsia, no se encontraron lesiones patolégicas macroscopicas. Adicionalmente,
tanto las aves del grupo A (control negativo), como C (control de inocuidad del fago),
resultaron negativas a S.E., lo que demuestra el buen manejo de los animales y descarta

la posibilidad de contaminacion cruzada entre los grupos experimentales.

A titulo complementario, en una experiencia paralela, se observé que de los
aproximadamente 540 huevos recolectados durante los 10 dias post infeccion en las aves
del grupo B, solamente en un “pool” de 10 huevos en formacion, obtenidos desde oviducto
al momento de la necropsia, fue posible reaislar S.E. En los huevos recolectados de los

grupos restantes no se aislé la bacteria.
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3. Bacteriologia Cuantitativa:

En las tablas n° 5 y 6 se presentan las medias estadisticas de los recuentos
bacterianos y los rangos minimos y maximos observados, para las muestras de ovario y
oviducto en ambos grupos experimentales. Para realizar el andlisis de varianza
(ANDEVA) de un criterio, los resultados de la bacteriologia cuantitativa (UFC/g) se
transformaron en unidades logaritmicas (logio). A todas las muestras en donde no se
observé desarrollo bacteriano, al momento del recuento, pero que resultaron positivas a la
bacteriologia cualitativa, se les asigné arbitrariamente un valor 1 (anexos n° 1y 2), para
realizar el ANDEVA.

Tabla n° 5: Recuentos bacterianos (UFC/g log:o) de Salmonella Enteritidis en ovario de

gallinas infectadas y tratadas con bacteri6fagos.

Grupo Media aritmética ovario Valores recuentos minimos y
(UFCl/g logio) (#) maximos (UFC/g) (*#)
B (control infeccion) 0,95 6,0 x 10° — 1,5 x 10’
D (S.E. + fagos) 0,31 2,0 x 10*

(*) Media calculada con el total de la poblacién (30 gallinas/grupo)

(**) Los valores consideran sélo a las aves donde existio recuento bacteriano

Los valores de recuentos minimos y méaximos de muestras de ovario del grupo B,
se obtuvieron considerando solo las aves en donde fue posible realizar el recuento
bacteriano (5 gallinas de 30), mientras que el valor para el grupo D, se obtuvo a partir de

la Gnica gallina que presenté recuento.
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Tabla n° 6: Recuentos bacterianos (UFC/g log,o) de Salmonella Enteritidis en oviducto de
gallinas infectadas y tratadas con bacteriofagos.

Grupo Media aritmética oviducto Valores recuentos minimos y
(UFC/g logio) (#® maximos (UFC/g)
B (control infeccién) 0,42 1,3 x10° — 2,1 x 10* (#%)
D (S.E. + fagos) 0,10 < 108 (#x+)

(*) Media calculada con el total de la poblacion (30 gallinas/grupo)
(=) Los valores sefialados consideran sélo a las aves donde existié recuento bacteriano
(*+*) Muestras donde no se obtuvo recuento bacteriano, pero con bacteriologia cualitativa positiva,

se asumio un valor < 10° UFC debido a la sensibilidad de la técnica

Los valores de recuentos minimos y maximos de muestras de oviducto del grupo
B, se obtuvieron considerando solo las aves en donde fue posible realizar el recuento
bacteriano (2 gallinas de 30), mientras que en el grupo D, no se logré hacer recuento en
ninguna de las 30 gallinas, sin embargo 3 de ellas resultaron positivas a la bacteriologia
cualitativa. Debido a que la sensibilidad de la técnica de la bacteriologia cuantitativa es
>10% UFC/g., se asumi6 que esas 3 muestras tenian una carga bacteriana menor a 10°
UFC/g.

Al comparar las medias estadisticas del grupo control de infecciéon versus grupo
terapia (S.E. + fagos), se visualiz6 que tanto a nivel de ovario como oviducto existié una
disminucién en los recuentos de UFC, en las aves que recibieron tratamiento profilactico
con la mezcla de bacteriofagos. Mediante el andlisis de varianza, fue posible determinar
que la reduccion en los recuentos bacterianos a nivel de ovario, fue estadisticamente
significativa (p=0,0489), a diferencia de oviducto, en donde no existi6 diferencia
(p=0,1007).
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DISCUSION

El objetivo del presente estudio, fue determinar la efectividad de una terapia
profilactica con bacteriéfagos liticos, en la prevencion de la colonizacién de Salmonella
Enteritidis a nivel del tracto reproductivo de gallinas de postura comerciales de 22
semanas edad. Para ello, fue necesario establecer una dosis minima infectante (DMI),
que correspondié a 2,4 x 10° UFC/ave, concentracién acorde a otros trabajos realizados
en gallinas de postura, infectadas con este patégeno por via oral (Shivaprasad et al.,
1990; Keller et al., 1995; Kinde et al., 2000).

Al momento de realizar el célculo de la DMI, pese a que la dosis de S.E. de 10°
UFC obtuvo un mayor porcentaje de infeccién en ovario (50%), en comparacién a la dosis
de 10® UFC (25%), se opt6 por utilizar esta Gltima, ya que solamente con ella fue posible
el reaislamiento de la bacteria en un “pool” de huevos internos (extraidos desde oviducto

al momento de la necropsia).

Con la dosis de S.E. administrada, fue posible reaislar la bacteria a nivel cecal, en
un 96,6% de las aves al décimo dia post infeccién, similar a los resultados obtenidos por
Borie et al., (2009), quienes infectaron por via oral, pollas de 7 dias, con ésta misma cepa
(2,95 x 10° UFC/mL), obteniendo un 100% de infeccion cecal a los 7 dias post infeccion.
El porcentaje de infeccion en ciegos obtenido en gallinas, a nivel internacional, ha sido
similar al de este estudio. Asi Keller et al., (1995) al inocular gallinas de postura de 23 y
25 semanas de edad por via oral, con la cepa Salmonella Enteritidis fagotipo 8 (dosis de
10® UFC), alcanzaron un 100% de infeccion (cecal e intestinal) entre los dias 9 y 12 post
infeccion. Asimismo, Gast y Beard (1990) obtuvieron un 95% de infeccién cecal, al
dosificar 10° UFC de la cepa Salmonella Enteritidis fagotipo 13a, en gallinas de postura

White Leghorn, de entre 20 y 88 semanas de edad.

En cuanto a la incidencia de infeccidn de tejidos reproductivos, en el grupo control
de infeccion so6lo se logré un 43,3% en ovario y un 23,3% en oviducto, a los 10 dias post
inoculacién. Si bien ésta cepa, S.E. nal'rif', es capaz de llegar a diversos érganos internos
como higado, bazo y corazén (Lépez, 2007; Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie

et al., 2009), su capacidad invasiva a nivel de ovario y oviducto fue moderada, a pesar de

41



que se aislé inicialmente desde tejidos reproductivos de una gallina infectada
naturalmente. Investigaciones realizadas con otras cepas de Salmonella Enteritidis, en
estudios de infeccion experimental en gallinas de postura, han logrado mayores
porcentajes de infeccion: 70%-50% en ovario y 60%-36,6% en oviducto (Gast y Beard,
1990; Gast et al., 2004). Cabe sefalar que en ambos trabajos se utiliz6 una mayor dosis
de la cepa desafio (10° UFC), la que fue administrada en ambos casos por via oral, a
diferencia de Okamura et al., (2001), quienes lograron un 100% de infeccién a nivel de
ovario y un 55% en oviducto, a los 7 dias post infeccion, inoculando gallinas de postura
con S.E. (5 x 10° UFC) por via endovenosa,. En contraste, Kinde et al., (2000) obtuvieron
menores porcentajes de infeccién en tejido reproductivo, que en el presente trabajo,
alcanzando sélo un 29% de infeccién en 6rganos reproductivos (ovario y oviducto) de
gallinas ponedoras de 27 semanas de edad inoculadas con 10® UFC de S.E. por via oral.
De acuerdo a numerosas investigaciones, la infeccion por Salmonella Enteritidis a nivel de
ovario, es mas frecuente que en oviducto (Gast y Beard, 1990; Okamura et al., 2001; Gast
et al., 2004), lo que podria atribuirse a la gran irrigacion que presenta la membrana basal
de las células de la teca (De Buck et al., 2004a), favoreciendo con ello, la llegada de la

bacteria a ovario.

Estos resultados de moderada infeccion sistémica concuerdan ademas, con los
obtenidos en estudios nacionales previos, en donde se utilizé la misma cepa desafio del
presente trabajo. Fue asi como Lo6pez, (2007) inoculando pollos de siete dias de edad,
con S.E. (dosis de 10* UFC) por via oral, reaislé la bacteria desde “pool” de érganos
internos (bazo, higado y corazén) entre el dia 1 y 12 post infeccion, con valores que
oscilaron entre un 0 y 60%. Asimismo, Borie et al., (2008b, 2009) no lograron un
porcentaje de infeccion sistémica superior al 62%, a los 10 dias post inoculacion, en “pool”
de o6rganos internos (higado, bazo y corazén), en pollos SPF de 10 dias de edad,

desafiados con S.E. (aproximadamente con una dosis de 10° UFC).

Para poder evaluar de mejor manera, la eficacia de cualquier terapia sobre
organos reproductivos (ovario y oviducto), seria necesario aumentar el porcentaje de
infeccion en los tejidos de las aves del grupo control de infeccion. Esto eventualmente
podria ocurrir exacerbando la virulencia de la cepa, mediante un mayor ndmero de

pasajes en aves, especificamente seleccionando la cepa aislada a nivel de tejido
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reproductivo (ovario y oviducto). Gast et al., (2003) obtuvieron un mayor porcentaje de
contaminacioén interna de huevos, al realizar 3 pasajes de la cepa desafio en dichos
organos, por lo que se puede suponer que la bacteria mejoré su capacidad invasiva e
incremento la incidencia de infeccidn a nivel de tejido reproductivo. Esto, sin embargo, no
resulté factible de realizar, ya que en un trabajo paralelo realizado por el Laboratorio de
Biologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, se encontr6 una menor
sensibilidad a los bacteriéfagos en cepas que tenian mas de 9 pasajes en pollos (Albala,
2007). Otra alternativa, podria ser la utilizacion de una mayor dosis infectante, lo que se
descartd, ya que existen algunos reportes de mortalidad y disminucion de la postura de
huevos en gallinas infectadas experimentalmente con S.E. a una dosis de 10° UFC
(Shivaprasad, et al., 1990; Kinde et al., 2000).

Es dable pensar también, que quizas se detecté un bajo porcentaje de positividad
en el grupo control de infeccién, debido a la sensibilidad del cultivo tradicional de
Salmonella (>10° UFC/g). Este factor se descarté ya que todas aquellas muestras
negativas fueron sometidas a la Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR), técnica con

alto nivel de sensibilidad (Gast, 2007), y ninguna de ellas resulté positiva.

En cuanto a la incidencia de infeccién, a nivel de ovario y oviducto en el grupo de
gallinas tratadas previamente con bacteriéfagos y posteriormente desafiadas con S.E., no
se logré una disminucion estadisticamente significativa, sin embargo, fue posible distinguir
una reduccion de un 13% tanto en ovario (43% versus un 30%) como en oviducto (23%
versus un 10%). Estos porcentajes son levemente mayores a los obtenidos por Borie et
al., (2009) quienes reportaron un 8,7% de reduccion de S.E. en “pool” de érganos internos
(higado, bazo y corazén) de pollos desafiados con S.E. y tratados con el mismo coctel de
fagos utilizados en este estudio. Asimismo, Fiorentin et al., (2005) al utilizar de manera
terapéutica una mezcla de bacteri6fagos en pollos de 7 dias de edad, desafiados con
S.E., obtuvieron reducciones en la incidencia de infeccion sistémica (higado y bazo), que
no fueron estadisticamente significativas. Por el contrario, Borie et al., (2008b) si lograron
disminuir significativamente el porcentaje de infeccion en “pool” de higado, bazo y
corazon, en un 36% en pollos de 10 dias de edad, a los cuales se les administr6 de forma
profilactica, una mezcla de tres bacteriéfagos liticos contra S.E., de los cuales, s6lo uno

de ellos coincide con los empleados en el presente estudio. Cabe sefalar que a la fecha,
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no existen reportes que utilicen bacteriéfagos como biocontroladores de S.E., a nivel de
tejidos reproductivos en aves adultas, por lo que no existen referencias, para hacer las

comparaciones correspondientes.

Buscando la correlacion de infeccion entre ovario y oviducto de una misma gallina,
se observd que de las 13 aves pertenecientes al grupo control de infeccién, que
presentaron ovarios positivos a Salmonella Enteritidis (por bacteriologia cualitativa o
cuantitativa), solo 7 de ellas también poseian oviductos positivos. Ninguna de las 30 aves
de este grupo, presento infeccion Unicamente a nivel de oviducto (anexos n° 1y 2). Estos
resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por Keller et al., (1995) y Kinde et
al., (2000), quienes lograron obtener infecciébn en ambos tejidos reproductivos (ovario y
oviducto) independientemente el uno del otro. Situacién totalmente opuesta se produjo en
el grupo tratado con bacteriéfagos, en donde ninguna de las gallinas, fue positiva a

Salmonella Enteritidis de manera simultdnea en ambos tejidos (ovario y oviducto).

En cuanto a los recuentos de S.E. (UFC/g), a nivel de tejido reproductivo en el
grupo control de infeccidon, se puede decir que hubo una baja concentracién bacteriana,
tanto en ovario (media aritmética = 0,95 UFC/g log;o) como oviducto (media aritmética =
0,42 UFC/g logyp). Okamura et al., (2001), obtuvieron recuentos maximos de 4,29 UFC/g
logip en ovario y 5,17 UFC/g logy, en oviducto, al infectar por via endovenosa, gallinas
White Leghorn con S.E. (dosis de 5 x 10° UFC). El menor recuento observado podria
explicarse por la baja invasividad de la cepa utilizada (L6pez, 2007; Borie et al., 2008b;
Borie et al., 2009) y también por la via de administracion, ya que Okamura et al., (2001)
utilizaron la via endovenosa, que produce una rapida infeccion sistémica, mientras que en
el presente estudio, las aves fueron inoculadas por via oral, para obtener una mayor

aproximacion a lo que ocurre en infecciones naturales por S.E.

Adicionalmente, en el grupo que sélo recibié S.E., de las 13 aves con ovario
positivo, solo en 5 de ellas fue posible realizar recuento bacteriano, mientras que a nivel
de oviducto, de las 7 gallinas positivas, solo en 2 de ellas se obtuvieron recuentos de S.E.
Esta situacion demuestra nuevamente la pobre colonizacion de la cepa a nivel de tejido

reproductivo, ya que la sensibilidad de la bacteriologia cuantitativa, determina que se
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pueden detectar concentraciones bacterianas superiores o iguales a 10° UFC/g. (*).

La utilizacibn de la mezcla de tres bacteriéfagos liticos (grupo D), redujo
numéricamente el recuento de Salmonella Enteritidis en 0,32 UFC/g logi, a nivel de
oviducto y fue efectiva en prevenir la colonizacion de la bacteria en ovario, ya que
disminuyé significativamente el recuento de UFC (p=0,0489), comparadas con el grupo
control de infeccion. Sélo se logré realizar recuento en 1 de las 9 gallinas infectadas a
nivel de ovario y no fue posible llevar a cabo el conteo de S.E. en ninguna de las 3
gallinas con oviducto positivo, situacion dada nuevamente por la baja contaminacion
bacteriana y la sensibilidad de la técnica (> 10° UFC). Estos resultados, comparados con
los obtenidos en otros estudios, donde se analizan érganos internos como indicadores de
infeccidn sistémica, resultan ser mas alentadores. Toro et al., (2005), sefialaron que la
reduccién del recuento de S. Typhimurium en pollos tratados con un céctel de fagos,
antes y después del desafio con la bacteria, no fue significativa en “pool” de érganos
(higado y bazo). Asimismo Borie et al, (2008b) tampoco lograron reducir
significativamente los recuentos de S.E., en “pool” de érganos internos (higado, bazo y
corazon) de pollos de 10 dias de edad tratados previamente con una mezcla de

bacteriéfagos liticos.

La disminucién del recuento de S.E. en ovario es relevante, principalmente por dos
motivos: 1) se sabe que la incidencia de infeccién interna del huevo, en gallinas
inoculadas experimentalmente con S.E., es mayor a nivel de yema que albimina (Gast y
Holt, 2000a; Gast et al., 2002; Okamura et al., 2001) y a su vez, el ovario es el punto de
contaminacién de la yema (De Buck et al., 2004a) y 2) la magnitud de la multiplicacion de
S.E., cuando infecta yema es directamente proporcional a la concentracion inicial en el
tejido (Gast y Holt 2000b). De ahi la importancia que presentan los fagos al lograr
exitosamente disminuir la carga bacteriana a nivel de ovario, ya que de esta manera seria
posible obtener una menor cantidad del patégeno en yema y con ello, disminuiria la

probabilidad de que la multiplicacion de S.E. alcance niveles peligrosos.

(*) Comunicacién personal Dra. Consuelo Borie. Laboratorio Microbiologia FAVET, Universidad de
Chile.
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Los resultados del presente estudio no son los esperados, de acuerdo a los
exitosos resultados obtenidos con este mismo cOctel de fagos dosificados por aspersion
en pollos (Borie et al., 2009). Cabe sefialar que los bacteriéfagos pueden administrarse
por diferentes vias, entre ellas, se encuentran la via aerdgena (aspersion), intracloacal,
intramuscular y oral. Independiente de la via de administracion, el fago es capaz de
translocarse al torrente sanguineo (fagemia) y con ello llegar a distintos tejidos (Borie et
al., 2008b; Borie et al., 2009). En el presente estudio se tomd la determinacién de utilizar
la via oral, ya que en la investigacién realizada por Borie et al., (2008b), donde los fagos
fueron dosificados a pollos por agua de bebida, se logré una reduccién significativa en la
incidencia de infeccion en “pool” de o6rganos internos (higado, bazo y corazon), al
contrario de lo que sucedi6é cuando los fagos fueron administrados por aspersion. Si bien
en el presente estudio, dos de los fagos aplicados son diferentes, uno de ellos (f18«), fue
el mismo empleado en la investigacion de Borie et al., 2008b, por lo que se esperaba que
también realizara fagemia en aves adultas y con ello alcanzar sus tejidos reproductivos

(ovario y oviducto).

Obviamente, para que se produzca el encuentro bacteria-fago el requisito minimo
gue debe cumplirse, es que el virus llegue al sitio de infeccién, por lo que éstos resultados
pueden explicarse tal vez, porque los bacteri6fagos no lograron alcanzar de manera
importante el tejido reproductivo, a pesar de que se administraron a una elevada
concentracién (MOI= 10° UFP), de acuerdo a los buenos resultados obtenidos en trabajos
nacionales previos (Borie et al., 2008b; Borie et al., 2009). Asimismo, Atterbury et al.,
(2007) lograron reducir significativamente la colonizacién cecal de Salmonella Enteritidis,
en pollos Broilers de 38 dias de edad, al utilizar una MOI de 10°% UFP, a diferencia de lo
ocurrido cuando administraron una multiplicidad de infeccién de 10 UFP, en donde los
resultados obtenidos no fueron estadisticamente significativos. Huff et al., (2005) lograron
incluso, disminuir en un 100% el porcentaje de mortalidad por colibacilosis, en pollos de 7
dias de edad, cuando administraron los bacteri6fagos a elevada MOI (10° versus 10*
UFP).

Esta situacion también podria darse, debido a que la viscosidad y el gran nimero

de bacterias presentes en el tracto alimentario de las aves adultas (a diferencia de los

pollos), ejercieron una barrera mecénica impidiendo una exitosa difusién del fago hacia el
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sistema circulatorio (Joerger, 2003). Adicionalmente, en el trabajo desarrollado por Borie
et al., (2009), es posible visualizar que en aquellos pollos a los cuales se les administro al
primer dia de edad, un producto comercial de exclusién competitiva (Broilacte, a base de
bacterias benéficas que colonizan en tracto digestivo de aves sanas adultas), los
bacteriéfagos alcanzaron 6rganos internos en un namero menor de animales (29%),

comparados con el grupo que solo fue tratado con fagos (46,6%).

Dentro de las condiciones adversas que genera el ambiente digestivo, debe
considerase también el acelerado transito intestinal que presentan las aves. Estudios al
respecto han determinado que, al administrar oralmente un marcador no absorbible (6xido
cromico) en buhos, es posible detectarlo en excremento en un lapso de 2,5 horas
después de la ingestibn, mientras que la mayor parte del compuesto se recuperd en
aproximadamente 24 horas (Duke, 1999). Asimismo, Higgins et al., (2007), utilizando
oxido férrico como marcador de pasaje alimentario, detectaron el compuesto en heces
entre 1 y 3 horas, después de administrarlo en pollos de un dia de edad. Adicionalmente,
Atterbury et al., (2007) observaron que los fagos administrados contra S.E. fueron
eliminados rdpidamente desde el intestino de pollos de 36 dias de edad, en ausencia de
su bacteria blanco, encontrandose por debajo del limite de deteccion después de las 48
horas. Con estos antecedentes es factible suponer que los fagos al ser administrados a
las 72, 48 y 24 horas antes del desafio con la bacteria, tal vez no fueron capaces de
permanecer en altos titulos, siendo eliminados por la motilidad intestinal (Fiorentin et al.,
2005). Esta posibilidad, sin embargo, parece ser poco probable, ya que las dosis de
bacteriéfagos suministradas en el presente estudio, fueron bastante elevadas (10"

UFP/fago/dia) lo que, en cierta medida, podria contrarrestar esta situacion.

La posibilidad de que los bacteriéfagos compartan su actividad litica con otro tipo
de bacterias intestinales es descartada, ya que ellos no presentaron ningun efecto litico
sobre las bacterias presentes en un producto comercial de exclusion competitiva
(Broilacte) (Borie et al., 2009), ni tampoco sobre 298 cepas de enterobacterias residentes,

obtenidas desde intestino de aves adultas (Borie et al., 2008b).

Otro factor implicado en el éxito de la fagoterapia es el pH y la temperatura del

ambiente (Greer, 2005). Generalmente el pH del jugo gastrico de las aves, varia entre 0,5
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y 2,5, mientras que el pH intestinal se encuentra entre 5,6-7,2 y la temperatura corporal de
pollo es en promedio de 41,7°C, pero varia entre 40,6 y 43,0°C (Duke, 1999). Se ha
demostrado que ciertos bacteriéfagos no sobreviven cuando son expuestos a pH 2,0 y
decrecen en numero con pH entre 3,0 y 7,0, sin embargo, la sensibilidad a valores bajos
de pH depende de la especie de bacteriofagos (Dabrowska et al., 2005). Tras la
caracterizacion de los tres bacteriéfagos utilizados en el presente estudio, se observo
tolerancia entre pH 4,0 a 11,0, a excepcion del bacteriéfago f1l8a que presentd baja
tolerancia incluso a pH 2,0. Algunos autores, tratando de contrarrestar la acidez del
proventriculo, han utilizado antidcidos previo o simultaneo a la administracién de los
fagos, tales como carbonato de calcio e hidréxido de magnesio (Higgins et al., 2007;
Atterbury et al., 2007). Esta estrategia, aunque auln controvertida, podria ser considerada
como una alternativa, para mejorar la sobrevivencia de los bacteri6fagos en el tracto
gastrointestinal, en estudios futuros. En cuanto a la temperatura, estudios in vitro con
bacteriéfagos especificos contra E. coli han establecido que la inactivacién térmica ocurre
generalmente entre los 60 y 75°C (Hudson et al., 2005). Luego de la caracterizacion de
los tres bacteriofagos utilizados en el trabajo actual, se determind que uno de ellos,
mostrod labilidad sobre los 41°C en el titulo y actividad litica contra S.E., no obstante, los
fagos restantes, fueron resistentes a esta condicion, incluso a temperaturas mayores a
68°C, por lo que se descarta la posibilidad de que éstos hayan sido inactivados por accion

térmica dentro del tracto alimentario de las aves.

Otra alternativa que quizas explicaria la baja actividad litica de los fagos, podria
ser debido una respuesta inmunolégica. En el presente estudio, si los fagos administrados
lograron translocarse desde intestino hacia el sistema circulatorio, existe la probabilidad
de que ellos hayan sido neutralizados por anticuerpos anti-fago preexistentes (Carlton,
1999; Dabrowska et al., 2005). Dada la condicion de ubicuidad que presentan estos virus,
es dable sospechar que las gallinas comerciales utilizadas en el estudio, pudieron haber
estado expuestas en su plantel de origen a bacteriéfagos similares a los utilizados,
sobretodo considerando que el aislamiento de los fagos se realizd, a partir de aguas
residuales de planteles comerciales avicolas. En efecto, bacteri6fagos naturales son
capaces de inducir respuesta inmune humoral e incluso se han detectado anticuerpos
fago-neutralizantes, que no han sido estimulados por fagoterapia, en suero de diferentes

especies animales y en calostro bovino. No obstante, la respuesta inmune varia
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enormemente entre fagos; algunos no estimulan la produccion de anticuerpos, mientras
que otros lo hacen frecuentemente (Dabrowska et al., 2005). Por lo tanto, la eliminacion o
neutralizacion de los fagos por anticuerpos preexistentes, no se puede asegurar
fehacientemente como una de las causas de la baja eficacia presentada en este estudio,
mas aun si se utilizd una elevada dosis de bacteriéfagos, ya que esto es sefialado como
una estrategia para compensar la neutralizacién por anticuerpos (Carlton, 1999).

Por otro lado, si bien se describe que el desarrollo de bacterias fago resistentes
puede obstaculizar la eficacia de la fagoterapia, en el presente estudio, la utilizacién de
una mezcla de tres bacteri6fagos liticos (F18a, Est2, Est16), tuvo por finalidad disminuir la
probabilidad de seleccion de cepas S.E. resistentes a un bacteri6fago en especifico, tal
como lo sefialan aquellos autores que optan por esta alternativa (Fiorentin et al., 2005;
Higgins et al., 2005; Huff et al., 2005; Toro et al., 2005; Filho et al., 2007; Borie et al.,
2008b; Borie et al.,, 2009), no obstante, existen algunas investigaciones exitosa que
utilizaron fagos de manera individual (Atterbury et al., 2007; Borie et al., 2008a). Para
obtener una mayor claridad respecto al impacto de la resistencia bacteriana, podria
incluirse en estudios futuros, un andlisis comparativo entre las cepas bacterianas

expuestas al fago y la cepa original, para determinar la susceptibilidad a los bacterioéfagos.

Finalmente, los resultados de este trabajo no coinciden con la eficacia demostrada
por los bacteri6fagos en el control de S.E. en pollos, de acuerdo a lo informado a nivel
nacional (Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al., 2009) e internacional (Toro et
al., 2005; Atterbury et al., 2007; Filho et al., 2007). Sin embargo, no se descarta el
desarrollo de nuevas investigaciones, basadas en la reduccién del recuento de éste
patdégeno, obtenido a nivel ovarico y orientadas hacia la seleccion y caracterizacion de
bacteriéfagos con mayor capacidad invasiva a nivel de tracto reproductivo de gallinas

ponedoras.
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CONCLUSIONES

a. La cepa S.E. nal'rif’ p-9 presenta moderada invasividad, especificamente en tejido

reproductivo de gallinas.

b. La administracion preventiva de una mezcla de tres bacteriéfagos liticos, no logra
disminuir la incidencia (bacteriologia cualitativa) de infeccibn de Salmonella
Enteritidis, en ovario y oviducto de gallinas ponedoras comerciales.

c. La aplicacion profilactica de una mezcla de tres bacteriéfagos liticos, no disminuye

significativamente el recuento (bacteriologia cuantitativa) de Salmonella Enteritidis

a nivel de oviducto, pero si en ovario de gallinas infectadas experimentalmente.
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ANEXO N°1: Resultados bacteriologia cualitativa y cuantitativa de ovario y oviducto del

grupo control de infeccién.

Cuantitativo Cuantitativo
Cualitativo Ovario Cualitativo Oviducto

N° de Ave Ovario (UFCl/g) Log1o Oviducto (UFCl/g) Logig
1 + <10° 1 - 0 0
2 6,1 x 10 4,785 - 0 0
3 + <10° 1 + <10° 1
4 + 6 x 10° 2,778 - 0 0
5 + <10° 1 + 1,3x10° 3,114
6 - 0 0 - 0 0
7 - 0 0 - 0 0
8 + <10° 1 + <10° 1
9 - 0 0 - 0 0
10 - 0 0 - 0 0
11 + <10° 1 - 0 0
12 - 0 0 - 0 0
13 - 0 0 - 0 0
14 - 0 0 - 0 0
15 - 0 0 - 0 0
16 - 0 0 - 0 0
17 + 1,59 x 10’ 7,201 + 2,166 x 10* 4,336
18 + 6,3 x 10° 3,799 + <10° 1
19 - 0 0 - 0 0
20 - 0 0 - 0 0
21 - 0 0 - 0 0
22 + <10° 1 - 0 0
23 + <10° 1 + <10° 1
24 + 1x 10" 1 + <10° 1
25 - 0 0 - 0 0
26 0 0 - 0 0
27 - 0 0 - 0 0
28 + <10° 1 - 0 0
29 - 0 0 - 0 0
30 - 0 0 - 0 0
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ANEXO N°2: Resultados bacteriologia cualitativa y cuantitativa de ovario y oviducto del

grupo tratado con bacteriéfagos.

Cuantitativo Cuantitativo
Cualitativo Ovario Cualitativo Oviducto
N° de Ave Ovario (UFCl/g) Logig Oviducto (UFClg) Log1g
1 - 0 0 - 0 0
2 + <10° 1 - 0 0
3 - 0 0 - 0 0
4 - 0 0 - 0 0
5 + <10° 1 - 0 0
6 - 0 0 + <10° 1
7 - 0 0 - 0 0
8 - 0 0 - 0 0
9 - 0 0 - 0 0
10 - 0 0 - 0 0
11 + <10° 1 - 0 0
12 - 0 0 - 0 0
13 - 0 0 - 0 0
14 - 0 0 - 0 0
15 - 0 0 - 0 0
16 0 0 - 0 0
17 - 0 0 - 0 0
18 + <10° 1 - 0 0
19 + <10° 1 - 0 0
20 - 0 0 - 0 0
21 0 0 - 0 0
22 - 0 0 - 0 0
23 2 x 10 1,301 - 0 0
24 <10° 1 - 0 0
25 - 0 0 + <10° 1
26 + <10° 1 - 0 0
27 - 0 0 - 0 0
28 + <10° 1 - 0 0
29 - 0 0 - 0 0
30 - 0 0 + <10° 1
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