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RESUMEN

Salmonella spp. es uno de los principales patégenos involucrados en
enfermedades transmitidas por los alimentos, siendo el serotipo Enteritidis el que mas se
asocia a productos derivados de la industria avicola, principalmente a los huevos.
Es por esto que se han buscado diversas medidas de control en gallinas comerciales de
postura, no logrando éstas ser completamente eficientes. Los bacteriéfagos podrian ser
una potencial alternativa para el control de Salmonella Enteritidis (S.E.) en huevos ya que
demostraron ser inocuos para las células eucariotas y logran reducir una variedad de
patégenos en diversos alimentos. El objetivo del presente trabajo fue determinar in vitro la
efectividad de una mezcla de bacteriéfagos sobre Salmonella Enteritidis en yemas y
albuminas de huevos.

Se trabajo con tres grupos de huevos SPF: grupo control de infeccién que solo
recibi6 S.E. (10" UFC/0,1 mL), grupo control de fagos que sélo recibi6 fagos
(10° UFP/0,1 mL) y tres grupos que recibieron S.E. (10 UFC/0,1 mL) y fagos en distintas
concentraciones (MOI de 10° 10* y 10° /0,1 mL). Albiminas y yemas por separado fueron
inoculadas con la cepa desafio S.E. nal'rif" y luego de dos horas a temperatura ambiente,
se les administr6 la mezcla de tres fagos liticos. Las muestras fueron mantenidas a 37 °C
por 24 horas (protocolo de 24 horas) y por 48 horas (protocolo de
48 horas), antes de ser analizadas por bacteriologia cualitativa y cuantitativa (recuento

bacteriano).

Los fagos no lograron disminuir (p > 0,05) la incidencia de S.E. en las muestras de
yemas, presentandose un 100% de positividad, tanto para el protocolo de 24 horas como
para el de 48 horas, independiente de la MOI utilizada. En las muestras de albiminas, los
fagos no lograron disminuir (p > 0,05) la incidencia de S.E. en el protocolo de 24 horas,
presentandose un 100% de positividad. En el protocolo de 48 horas, los fagos no
disminuyeron (p > 0,05) la incidencia de S.E. en albiminas tratadas con una
MOI de 10° (96%) y 10" (100%), pero si lo hicieron (p < 0,05) en albiminas tratadas con
una MOI de 10° (68% de positividad).



Los resultados de la bacteriologia cuantitativa en los grupos experimentales
demostraron que los fagos disminuyen (p < 0,05) los recuentos de S.E. en yemas en
2,53 logye (MOI 10°), en 2,26 log;o (MOI 10%) y en 2,32 logy, (MOI 10%) en relacién al grupo
control de infeccién, para el protocolo de 24 horas. Para el protocolo de 48 horas, los
recuentos disminuyeron (p < 0,05) en 0,48 log,, (MOl 10%, en 0,35 logso
(MOl 10% y en 0,25 log,, (MOl 10°, en relacién al grupo control de infeccion.
En las muestras de albuminas tratadas con fagos, los recuentos de S.E. aumentaron
(p < 0,05) en 2,4 log,, (MOI 10% y en 1,55 logy, (MOI 10%) en relacién al grupo control de
infeccion, mientras que en el grupo tratado con una MOI 10° (4,49 log.,), no hubo
diferencias significativas (p > 0,05) en relacion al grupo control (3,07 logi,), para el
protocolo de 24 horas. Para el protocolo de 48 horas, los recuentos de S.E. disminuyeron
(p < 0,05) en 1,81 log;o (MOI 10°) y en 1,35 logs, (MOI 10%) en relacién al grupo control de
infeccion, mientras que en el grupo tratado con una MOI 10* (3,00 log.,), no hubo

diferencias significativas (p > 0,05) en relacién al grupo control de infeccion (3,55 log;o).

Con los resultados obtenidos se concluye que el uso de fagos liticos podria ser
una herramienta eficaz en la reduccion de Salmonella Enteritidis en huevos, sin embargo

mayores estudios son necesarios para optimizar el modelo experimental.



SUMMARY

Salmonella spp. is one of the main pathogens involved in foodborne diseases,
being the Enteritidis serotype the most associated to products derived from the poultry
industry, especially eggs. This is why it has been searched various control measures in
commercial laying hens, failing to be fully efficient. Bacteriophages could be a potential
alternative for the control of Salmonella Enteritidis (S.E) in eggs which have proved to be
harmless to eukaryotic cells and have controled a variety of pathogens in several foods.
The objective of this work was to determine in vitro the mixture of bacteriophages

effectiveness against Salmonella Enteritidis, in yolk and albumen from eggs.

The experimental procedure considered three groups of SPF eggs: an infection
control group that received only S.E. (10' CFU / 0.1 mL), a phage control group that
received only phage (10° PFU / 0.1 mL) and three groups that received S.E.
(10" CFU / 0.1 mL) and phages at different concentrations (MOl of 10° 10 and
10° / 0.1 mL). Separately, albumens and yolks were inoculated with the challenge strain
S.E. nal' rif” and after two hours at room temperature, the three lytic phages mixture was
administered. The samples were incubated at 37 °C for 24 hours (24 hours protocol) and
for 48 hours (48 hours protocol), before being analyzed by qualitative and quantitative

bacteriology (bacterial counts).

The phages failed to decrease (p > 0.05) the incidence of S.E. in yolk samples,
showing 100% positivity, for both the 24 hours protocol as to the 48 hours protocol and it
was independent of the MOI utilized. In albumen samples, phages did not decrease
(p > 0.05) the incidence of S.E. in the 24 hours protocol, showing 100% positivity.
In 48 hours protocol, the phage did not decrease (p > 0.05) the incidence of S.E. in
albumen treated with a MOl of 10° (96%) and 10* (100%), but decreased
(p < 0.05) in albumen treated with a MOI of 10° (68% positivity).



The quantitative bacteriology results in the experimental groups showed that the
phages reduced (p < 0.05) counts S.E. in yolk at 2.53 logy, (MOl 10°), at 2.26 logio
(MOl 10% and 2.32 logy,, (MOI 10°% in relation to infection control group to the
24 hours protocol. For 48 hours protocol, the counts decreased (p < 0.05) in 0.48 logig
(MOI 10%), in 0.35 log;o (MOI 10% and 0.25 logy, (MOl 10°), in relation to infection control
group. Albumen samples treated with phage, the S.E. counts increased
(p < 0.05) in 2.4 logyo (MOI 10°%) and 1.55 logy, (MOI 10%) in relation to infection control
group, while in the group treated with a MOI 10° (4.49 log,o), there were no significant
differences (p > 0.05) compared to the control group (3.07 logy), for the
24 hours protocol. For the 48 hours protocol, the S.E. counts decreased (p < 0.05) in
1.81 log (MOI 10°) and 1.35 logse (MOI 10°) in relation to infection control group while in
the group treated with MOI 10* (3.00 logo), there were no significant differences (p > 0.05)

in relation to infection control group (3.55 log;o).

With the results we conclude that the use of lytic phages could be an effective tool
to reduce Salmonella Enteritidis in eggs, however, further studies are needed to optimize

the experimental model.
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INTRODUCCION

Desde hace algunas décadas, con la tecnificacién e industrializacion de los planteles
avicolas, Salmonella enterica serotipo Enteritidis (Salmonella Enteritidis) ha pasado a ser un
problema emergente de salud publica a nivel mundial. En Chile, en la década del '90, las
infecciones por Salmonella Enteritidis aparecieron en forma dramatica y hoy en dia es
considerada un patégeno endémico que desplazd a Salmonella Typhi, enterobacteria no
asociada a un reservorio animal.

La epidemiologia de la enfermedad indica que se trata de una enfermedad transmitida
por los alimentos (ETA) asociada fuertemente al sector avicola, donde los productos
derivados de la carne vy, principalmente, el consumo de huevos insuficientemente cocidos,
han tenido una importante participacion en los brotes humanos. Es por esto que el sector
avicola ha intentado diversas medidas de control tales como la vacunacion con bacterias
vivas 0 muertas, medidas de bioseguridad como la implementacion de control de roedores y
aves migratorias, entre otras. Hasta la fecha, ninguna de estas medidas han demostrado ser
completamente eficientes. Es por esto que se buscan nuevas estrategias complementarias
para el control de Salmonella spp. en los productos avicolas.

Actualmente, el uso de biocontroladores tal como los bacteriéfagos, es una alternativa
gue ha demostrado promisorios resultados. Dada la inocuidad que muestran para las células
eucariotas y su capacidad de reducir una variedad de patdgenos en alimentos, parecieran ser
una alternativa para disminuir la presencia de Salmonella Enteritidis en alimentos destinados

a consumo humano, entre ellos, los huevos.

En Chile, se han aislado bacteriéfagos especificos contra Salmonella Enteritidis y con
ellos, se han realizado estudios sobre su eficacia en modelos aviares in vivo obteniendo
alentadores resultados. Se ha logrado disminuir la incidencia y recuentos bacterianos cecales
en pollos y también, disminuir levemente la colonizacion en ovario de gallinas adultas. Parece
interesante entonces conocer el comportamiento litico in vitro de estos bacteriéfagos, tanto en
yema como en albumina de huevos infectados experimentalmente con Salmonella Enteritidis,

hecho que podria tener un impacto en el control de la enfermedad.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Salmonella Enteritidis (S.E.) es una bacteria capaz de infectar un amplio rango de
hospederos animales incluyendo al ser humano, el cual usualmente manifiesta una
enteritis autolimitada (Ohl y Miller, 2001). Frecuentemente, en los animales no causa
enfermedad, tal como ocurre en el caso de las aves, dejandolos en un estado de portador.
De esta manera, la bacteria puede permanecer en el intestino de las aves o migrar hacia
otros organos como el aparato reproductivo, logrando contaminar, por ambas rutas, los
huevos (Callaway et al., 2008).

Este patégeno se encuentra fuertemente asociado a productos derivados de la
industria avicola, principalmente el huevo, es asi como varios autores concuerdan que
S.E. es el patbgeno mas comunmente transmitido por este alimento a la poblacion
humana (Braden, 2006; Callaway et al., 2008; Greig y Ravel, 2009).

Segun un analisis realizado por Greig y Ravel (2009) de 4.093 brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) notificados en la Union Europea,
Estados Unidos, Canada, Australia, Nueva Zelanda y otros paises, entre los afios 1988 y
2007, un 46,9% de estos brotes se atribuyeron a Salmonella, de los cuales el serotipo
mas frecuente fue S.E. (24,1%), seguido por S. Typhimurium (6,6%). La principal fuente
de diseminacion de S.E. fueron los huevos, en el 43,4% de los casos y la carne de pollo
en el 9,9%. Por otra parte, cuando se analizaron brotes de ETA ocasionados por consumo
de huevos (14,3%), el 73,7% de ellos fue causado por S.E., el 8,4% por
S. Typhimurium y un 15,3% por otros serotipos de Salmonella, mientras que el 2,6%

restante fue producido por otras bacterias no pertenecientes al género Salmonella.

Cifras similares se presentan en Chile, en donde S.E. es considerada un patégeno
endémico, frecuentemente aislado en el ambiente clinico. Entre los afios 1975 y 1996, de
47 muestras alimentarias asociadas a brotes, un 6,4% se atribuy6é al consumo de carne
de ave, mientras que un 38,2% fue asociado al consumo de huevos o alimentos que lo
contienen (Prat et al., 2001). En relacién a toxiinfecciones causadas por Salmonella, un
analisis de datos obtenidos desde el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), durante los

afios 2001 — 2006, concluye que S.E. fue el principal agente involucrado, constituyendo



casi el 50% del total de cepas registradas. Los principales alimentos asociados a dichos

brotes fueron los huevos y sus derivados (Figueroa, 2007).

Las infecciones por Salmonella, tanto en los animales como en el ser humano,
comienzan con la ingestién del patégeno a través del agua o de alimentos contaminados.
Una vez ingerido, la primera barrera defensiva inespecifica es el pH acido del estémago
(Ohl y Miller, 2001) sin embargo, Salmonella es tolerante a la exposicion a un pH acido,
promoviendo su sobrevivencia al pH gastrico. Es asi como, Tennant et al., (2008),
demostraron in vitro, la capacidad de S. Typhimurium de resistir por 2 horas en un medio
buffer fosfato a distintos pH, con un porcentaje de sobrevivencia de 3,4% + 5,5apH 3.0y
de hasta 80,0% + 20,4 a pH 3.5.

Una vez superada la barrera del pH gastrico, Salmonella coloniza el intestino
desde donde puede ser eliminada por las heces contaminando el ambiente, el agua y los
alimentos o bien, puede invadir las células epiteliales del ileon. La invasion se realiza
mediante un mecanismo conocido como “trigger” que son sefiales que provocan cambios
en la organizacion del citoesqueleto de la célula hospedera, desencadenando un proceso
conocido como “ruffling”, que corresponde a ondulaciones en la superficie del enterocito,
que finalmente permiten el ingreso de la bacteria (Figueroa y Verdugo, 2005). Desde ahi,
la bacteria coloniza e invade las placas de Peyer y los macréfagos, siendo capaz de
migrar hacia otros 6rganos, como bazo e higado, para lo cual, se transporta via
macréfagos o células dendriticas a través del sistema linfatico (Chappell et al., 2009) o por
circulacion sanguinea (De Buck et al., 2004a). Esta capacidad de Salmonella de llegar a
otros drganos, via macréfagos, se debe a que posee un sistema que le permite sobrevivir
al interior de ellos (Isla de Patogenicidad 2) (Chappell et al., 2009).

A partir de una infeccién sistémica, S.E. puede colonizar todo el tracto reproductivo
de gallinas (Keller et al., 1995; Okamura et al., 2001a; De Buck et al., 2004a), donde la
infeccion de ovario, oviducto y vagina puede ocurrir de manera independiente una de
otras (Kinde et al., 2000). De la colonizacion del tracto reproductivo, S.E. puede

contaminar la yema y/o albamina de los huevos en formacion.



De los serotipos que afectan a las aves, muchos tienen la habilidad de colonizar
sus drganos internos, sin embargo, la colonizacién de 6rganos reproductivos se atribuye
en mayor medida a S.E., S. Typhimurium y S. Heidelberg. De estos tres serotipos,
S.E. presenta una mayor capacidad de sobrevivencia, lo que explica que sea el principal
serotipo transmitido a través de los huevos (Gantois et al., 2008). En un trabajo realizado
por Clavijo et al., (2006) se demostr6 una mejor sobrevivencia de S.E. (p < 0,01) en
albimina que S. Typhimurium y E. coli, con tasas de 258% para S.E.,
de 6,5% para S. Typhimurium y 1,8% para E. coli.

Gast et al., (2004) inocularon gallinas de postura con distintas cepas de S.E.
y S. Heidelberg, via oral, para luego evaluar la colonizacion de ambas bacterias en
distintos 6rganos, incluyendo el aparato reproductivo y huevos ovipuestos. No hubo
diferencias significativas (p > 0,05) en la colonizacién de tracto intestinal, higado, bazo,
ovarios y oviductos de las gallinas inoculadas con ambos serotipos. Todas las cepas
de S. Heidelberg fueron recuperadas desde el contenido interno de huevos, sin embargo,
la frecuencia de contaminacién de ellos fue baja, entre un 1,1% y un 4,5% comparado con
S.E. cuyos porcentajes de aislamiento fueron de 6,88% a 7,05%, siendo esta diferencia

significativa (p < 0,05).

Se han investigado los factores que podrian proporcionar a S.E. la capacidad de
sobrevivir a las propiedades antimicrobianas de la albumina y convertirla en un patégeno
casi exclusivo en lo que a contaminacién de huevos se refiere. Algunos estudios han
demostrado que S.E. posee determinados genes que le permitirian sobrevivir frente a la
accion bactericida de la albimina del huevo. Asi, Lu et al., (2003) realizaron un ensayo en
el cual midieron la sobrevivencia de S.E. en albuminas y lograron identificar que el gen
yafD es necesario para la resistencia de S.E. en albdminas y para la resistencia del ADN
frente a la exposicion de radiacion UV y perdxido de hidrégeno. Por otra parte,
Gantois et al., (2009a) determinaron que el gen rfbH es un factor esencial para el
crecimiento de S.E. en huevos a temperatura ambiente y para su sobrevivencia en la
albumina a 42 °C. Este gen esta asociado a la sintesis del lipopolisacarido (antigeno O),
gue le confiere a la bacteria una proteccion contra los componentes antimicrobianos de la

albimina.



La colonizacion del tracto reproductivo por parte de S.E., ha sido reconocida como
una forma de contaminacién vertical hacia los huevos. Que dicha contaminacién ocurra
en yema o en albumina va a depender de que porcion del tracto reproductivo de la gallina
esta contaminado; es asi como la colonizacién del ovario va a contaminar la yema, la
colonizacién del tracto superior del oviducto (infundibulo y magnum) va a contaminar la
albumina y la colonizacién del tracto inferior del oviducto (istmo y Utero) y de la vagina van
a contaminar las membranas de la cascara y la cascara propiamente tal (Figura N° 1)

(De Buck et al., 2004a).

Figura N° 1. Anatomia del aparato reproductivo de la gallina, lugar de formacién y

contaminacién con Salmonella spp. de las distintas porciones del huevo.
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Fuente: http://www.somosgalleros.com/Articulos/ReproduccionGallina/gallinaRep01.jpg

[A esta figura se le agregd la porcién del huevo contaminado segun la estructura colonizada por Salmonella spp.]
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S.E. llegaria a los foliculos ovaricos via hematdgena, especificamente por la
membrana basal de las células de la teca debido a la presencia de gran cantidad de
vasos sanguineos. La bacteria penetraria la membrana basal, tomando contacto con las
células de la granulosa, invadiéndolas y multiplicandose en su interior y a partir de alli
seria capaz de penetrar la membrana perivitelina y multiplicarse al interior de la yema
(Figura N° 2) (De Buck et al., 2004a).

Figura N° 2. Estructuras del foliculo preovulatorio de la gallina.
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Fuente: www.nd.edu/~avianova/Images/FollicleDevelop.jpg

Por otra parte, la llegada de S.E. a oviducto, puede ocurrir mediante dos vias de
acceso. La primera via es mediante macréfagos, via hematogena (De Buck et al., 2004a).
Bohez et al., (2008) demostraron, mediante un estudio in vitro, que S.E. fagotipo 4 fue
capaz de invadir y multiplicarse en macréfagos HD11 de pollos tan rapido como a la
primera hora de incubacién. Ademas de la llegada de S.E. en macréfagos via
hematdégena, se ha sugerido la traslocacion de organismos, también al interior de
macrofagos, desde peritoneo a tejido oviductal (De Buck et al., 2004a). Adicionalmente,
se ha observado que S.E. induce una menor apoptosis y compromiso de membrana
celular de los macréfagos que S. Typhimurium, lo que podria estar relacionado con la
persistencia de la infeccion sistémica y la contaminaciéon de los huevos por parte de S.E.
(Okamura et al., 2005).
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La segunda via de acceso de S.E. a oviducto es mediante la infeccién ascendente
desde cloaca (Figura N° 1). Okamura et al., (2001b), inocularon distintos serotipos de
Salmonella, via intracloacal/intravaginal en gallinas de postura, recuperando S.E. en un
10% de las aves en infundibulum, un 20% en magnum, un 20% en istmo y un 20% en
Gtero. Los otros serotipos analizados, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Heidelberg y
S. Hadar, también lograron colonizar alguna porcion del oviducto en porcentajes similares
a S.E., sin embargo, sélo S.E. fue recuperada ademas, desde ovario y bazo luego
de 7 dias post infeccién. Los huevos ovipuestos por estas gallinas también fueron
analizados. El 27,6% de ellos presentaban S.E., ya sea en la superficie externa o interna
de la cascara o en el contenido liquido del huevo. Este porcentaje fue significativamente
mayor (p < 0,05) en comparacion con los otros serotipos de Salmonella inoculados.
Ademas, el 70% de las gallinas infectadas con S.E. via intravaginal pusieron huevos
contaminados, mientras que en los otros serotipos, el porcentaje de aves varié entre
un 20 y 30%.

Independiente de la via de llegada de la bacteria al tejido oviductal, el sitio de
colonizacién predominante son las glandulas tubulares de istmo y magnum. Esto se ha
establecido mediante ensayos in vitro e in vivo en que se observa la invasion, proliferacién
y replicacion de S.E. en cultivos de células glandulares tubulares. Alli se ha determinado
que no sélo se logra aislar la bacteria en el intracelular luego de 1 hora post inoculacién,
sino que también S.E. logra replicarse luego de 4 y 24 horas post invasion
(De Buck et al., 2004b).

Una vez que S.E. coloniza oviducto y por ende contamina la albamina, la bacteria
de igual manera puede colonizar los foliculos ovaricos (yema) gracias a la penetracion a
través de la membrana perivitelina que protege la yema. Es asi como Gast et al., (2005)
demostraron que al inocular experimentalmente distintas cepas de S.E. sobre la
membrana perivitelina de yemas intactas, todas fueron capaces de atravesarla en
24 horas a 30 °C. El recuento bacteriano realizado a las yemas luego de extraerles la
membrana perivitelina demostrd6 que la multiplicacion fue modesta en relacion al
contenido nutricional que la yema proporciona, sugiriendo asi que la penetracion de la
membrana perivitelina ocurri6 muy lentamente o que simplemente sucedi6é al final del

periodo de incubacion.
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Ademas de la contaminacién vertical sefialada anteriormente, también existe la
contaminacion horizontal , donde los huevos pueden contaminarse mediante la
penetracion de S.E. a través de la cascara durante o después de la oviposicién por
contacto con las heces (Messens et al., 2005a; De Reu et al., 2006). Muchos factores son
los que influyen en que la bacteria pueda penetrar la céscara y contaminar los
componentes internos del huevo. Al momento de la oviposicion, el enfriamiento del huevo,
que pasa desde una temperatura corporal aproximada a 42 °C, a una temperatura
ambiental de 20 °C, genera un efecto de succién por la presién negativa que se produce,
lo que ayuda al paso de patdgenos al interior del huevo (Messens et al., 2005a).
Sin embargo, este no es el Unico factor que facilita el ingreso de patdgenos, también se
describe que la deposicién de la cuticula, el diametro de los poros, el tiempo y la
temperatura de almacenamiento de los huevos facilitarian el ingreso de patdgenos,
particularmente de Salmonella spp. (Messens et al., 2005b; De Reu et al., 2006).

La penetracion a través de la cascara no es exclusiva de S.E. ni del género
Salmonella. Asi lo demostré De Reu et al., (2006) quienes estudiaron la capacidad de
diferentes bacterias (Staphylococcus spp., Acinetobacter spp., Alcaligenes spp.,
Serratia spp., Carnobacterium spp., Pseudomonas spp. y Salmonella Enteritidis) de
penetrar a través de la cascara de huevos intactos. Si bien, todas las bacterias fueron
capaces de penetrar la cascara, S.E. fue el patégeno que penetr6 en mayor proporcion,

con un 33% de huevos positivos.

Varios autores concuerdan en que lo mas probable es que la contaminacién ocurra
durante la formacion del huevo que por penetraciobn a través de la cascara
(Keller et al., 1995; Gast y Holt, 2000; Guard-Petter, 2001; De Reu et al., 2006) ya que no
hay concordancia entre los patégenos encontrados en la cascara del huevo y los
encontrados al interior de éste (De Reu et al., 2006). De todas maneras, es imposible
discriminar si la contaminacion ocurrié durante la formacion del huevo o después de la

oviposicién (De Buck et al., 2004a).

Independiente de la via de contaminaciéon del huevo, en general, los estudios
sefialan que un bajo porcentaje de huevos ovipuestos por gallinas infectadas son
positivos a Salmonella. En el caso de aves naturalmente infectadas, las cifras van hasta
0,6% de huevos positivos a S.E. (Humphrey et al., 1991; Pérez et al., 2008), mientras que
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en el caso de gallinas experimentalmente infectadas, los valores van entre un 6,88% a
16,97% (Gast et al., 2003; Gast el al., 2004). Sin embargo, es importante destacar que en
los huevos en formacion, tomados desde el oviducto de gallinas infectadas
experimentalmente, las cifras de infeccién son mayores, pudiendo alcanzar un 29,25% de
positividad a S.E. (Keller et al., 1995).

En la Regién Metropolitana, Alexandre et al., (2000) determinaron que de
1.000 huevos obtenidos desde supermercados, el 0,09% de ellos estaba contaminado con
S.E.; esto puede considerarse bajo, sin embargo, no lo es si se toma en cuenta que el
consumo per capita de huevos en el pais es de 180 wunidades al afio
(Asohuevo, 2009) y que mas de 1.189 millones de huevos son destinados a consumo
humano al afo (INE, 2004).

El bajo porcentaje de infeccién de los huevos se deberia, entre otros, a los
mecanismos fisicos de proteccion (Messens et al, 2005a) y a factores
antimicrobianos presentes en la albumina, que impiden la sobrevivencia y multiplicacién

de patdgenos en su interior (Orsi, 2004; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie et al., 2008).

La principal barrera fisica que impide la penetracion bacteriana al interior del
huevo, es la cascara, que tiene una cuticula que la recubre externamente, ocluyendo los
poros que ésta posee y, las membranas de la cascara que también actuarian como una

barrera de contencién (Figura N° 3) (Messens et al., 2005a).
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Figura N° 3. Representacion esquematica de las estructuras del huevo que actGan como

barreras fisicas de proteccion.
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Fuente: Gantois et al., 2009b [Traduccion]

Entre los factores antimicrobianos , se reconoce que la albumina es restrictiva
para el crecimiento y sobrevivencia de microorganismos, como S.E., debido al pH basico
que posee (aproximadamente de 9,0) y gracias a la presencia de proteinas
antimicrobianas como la ovotransferrina y la lisozima (Kang et al., 2006; Sellier et al.,
2007). El pH basico podria contribuir a la actividad bacteriostatica de la albimina. Para
comprobar ello, se utilizaron tres cepas distintas de S.E. para evaluar sobrevivencia y/o
crecimiento de la bacteria en albumina sin ajuste de pH (pH de 9,0) y en albamina con pH
ajustado (pH de 8,0). Las cepas incubadas en albumina a pH 9,0, mantuvieron sus
recuentos similares al de la concentracién inicial, aproximadamente 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL, mientras que las cepas incubadas en albumina a

pH 8,0, lograron elevar sus recuentos a 10* UFC/mL durante 24 horas (Kang et al., 2006).

La accion de la ovotransferrina consiste en mantener el hierro inaccesible para la
bacteria, inhibiendo con ello el crecimiento bacteriano. Esto fue demostrado en el estudio
de Kang et al., (2006) quienes detectaron un mayor crecimiento de S.E. en albiminas
suplementadas con hierro, de 10 UFC/mL en albimina sin suplemento a 10° UFC/mL en

albumina con suplemento.
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La lisozima es otra proteina presente en la albimina del huevo que tiene un efecto
bacteriostatico sobre patogenos, incluyendo S.E. Sellier et al.,, (2007) analizaron el
contenido total de lisozima y ovotransferrina en albuminas asociandolo a la inhibicién del
crecimiento de S.E. Para ello, inocularon albiminas con 10° UFC S.E. /mL, y las
incubaron a 37 °C por 5 dias y luego se realizé recuento de bacterias. Los resultados
demostraron una correlacion negativa entre la cantidad de lisozima y el nimero de S.E.
en el dia 1 post infeccién (p < 0,01) y en el dia 5 post infeccion (p < 0,05), aunque estas
correlaciones fueron bajas. En relacion a la ovotransferrina que sélo se midi6 el dia 5 post
infeccion, también hubo correlacién negativa (p < 0,05).

Ademas de la ovotransferrina y la lisozima, hay otras proteinas presentes en
albumina que participan en el control de patdégenos, tales como la lactoferrina, cistaina,
ovomacroglobulina y ovoalbimina (Saxena y Tayyab, 1997; Orsi, 2004; Wesierska et al.,
2005; Wellman-Labadie et al., 2008).

Dada la reconocida capacidad de sobrevivir de S.E. en el aparato reproductor de la
gallina y en el interior del huevo (Keller et al., 1995; Okamura et al., 2001a; Lu et al., 2003;
De Buck et al., 2004a; Gast et al.,, 2004; Clavijo et al., 2006; Gantois et al., 2008;
Gantois et al., 2009a), en Chile, el sector avicola junto al Gobierno, han buscado diversas
medidas de control, para las gallinas de postura de planteles avicolas bajo control oficial
(PABCO). Entre ellos, el uso de vacunas y medidas basicas de bioseguridad tales como
cercos y mallas protectoras que eviten la entrada de aves silvestres, animales de
reposicion que provengan de planteles sin diagnéstico positivo a S.E., ingreso al plantel
sélo de personal autorizado con ropa y calzado limpios, uso de agua de bebida para las
aves, potable, potabilizada o microbiolégicamente apta para su uso y consumo, planes de
limpieza, lavado, desinfecciones y desratizaciones permanentes. En planteles positivos a
S.E., se deben incrementar las medidas de bioseguridad para impedir la diseminacién a
otras unidades, procurar el procesamiento de huevos (huevo en polvo o huevo liquido
pasteurizado), lavado y desinfeccién de la unidad de produccion desalojada, eliminacion
del 100% de las aves positivas a la prueba de aglutinacion en placa con antigeno
K-polivalente, uso de tratamiento con antibiéticos adecuados, en dosis y tiempo correctos;
ademas de la recomendacién de pelecha forzada, aplicacion de exclusién competitiva,

vacunacion o revacunacién con bacterina (SAG, 2000).
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A pesar de las medidas de control utilizadas en la industria avicola, estas no han
sido suficientes para controlar la presencia de S.E. en gallinas y en sus huevos.
Es por esto que en la Ultima década, se ha evaluado la utilizacién de bacteriéfagos (fagos)
liticos como una herramienta para prevenir y controlar Salmonella tanto en aves como

también en alimentos contaminados.

Los fagos son virus especificos contra bacterias; éstos pueden presentar un ciclo
litico o un ciclo lisogénico. Los fagos con ciclo litico, se unen a receptores bacterianos de
superficie e inyectan su genoma, causando una disrupcién en el metabolismo celular para
luego producir cientos de particulas virales que son liberadas gracias a la lisis bacteriana.
Por otro lado, los fagos con ciclo lisogénico, puede integrar su ADN en el material
genético de la bacteria, no afectando la replicacién bacteriana, pero de forma espontanea
0 por induccidn, el ADN del fago puede separarse del material genético de la bacteria y de
esta manera iniciar un ciclo litico (Figura N° 4). Los fagos son ubicuos, encontrandose en
seres vivos y en el medio ambiente; se ha informado que en agua no contaminada se

encuentran en cantidades de 2 x 10° fagos/mL (Sulakvelidze et al., 2001).

Figura N° 4. Ciclo litico y lisogénico de los bacteriéfagos.
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Fuente: http://www.genomasur.com/lecturas/01-12-G.qgif
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Dada la especificidad que presentan los fagos en el reconocimiento de las
bacterias, ellos no generan efectos adversos sobre las células eucariotas, al menos
descritos hasta la fecha. Se cree que esto se debe a las diferencias en la superficie
celular y a la maquinaria intracelular que es esencial para la replicacion de los fagos
(Dabrowska et al., 2005). Di Giovine et al., (2001), introdujeron el gen de la proteina
Ad-Pb de un adenovirus en el genoma de un fago. La proteina Ad-Pb participa en la
fijacion de los adenovirus a receptores y también en la internalizacién de particulas virales
en células eucariotas. Los fagos hibridos (Ad-Pb+) construidos lograron ingresar e
inyectar su genoma en las células eucariotas, sin embargo, no se observo multiplicacion
de fagos en el interior de éstas, por lo que se concluy6 que los fagos no son capaces de
utilizar la maquinaria de las células eucariotas sino que requieren de la maquinaria
intracelular exclusiva de las bacterias para producir particulas virales.

Desde el punto de vista clinico, los fagos bien purificados parecen ser inocuos.
Han sido administrados en seres humanos mediante distintas vias (oral, rectal, local,
aerosol, inyecciones intrapleurales e intravenosa) no habiendo practicamente ningun
reporte de complicaciones asociadas a su uso (Sulakvelidze et al.,, 2001).
Bruttin y Brissow (2005), administraron fagos T4 contra Escherichia coli, a 15 personas
voluntarias, en bajas y altas dosis (10° y 10° unidades formadoras de placas (UFP) /mL).
Los voluntarios recibieron los fagos en 150 mL de agua mineral 3 veces al dia por 2 dias
consecutivos, seguidos de 5 dias consecutivos sin recibir tratamiento con fagos. Este
procedimiento fue repetido por 3 semanas. Se realizd6 un examen clinico el
dia 0 y el dia 30 del estudio, ademas, los voluntarios recibieron un cuestionario en el cual
podian informar cualquier tipo de eventos adversos. Se presentaron 5 eventos adversos
leves, 4 de ellos con sintomas intestinales (dolor estomacal, nauseas, aumento de
peristaltismo) y un voluntario presenté dolor de garganta. Ninguno de estos casos

necesitd tratamiento.

Los fagos también han sido utilizados en distintos estudios en animales
(ovejas, bovinos, pollos), de manera profilactica o como terapia, no observandose efectos
adversos (Fiorentin et al., 2005; Xie et al., 2005; Raya et al., 2006; Sheng et al., 2006;
Borie et al.,, 2009). Un estudio de toxicidad en ratas, a las cuales se les aplicé en el
alimento el bacteriéfago P100 (especifico contra Listeria monocytogenes), no produjo

18



ningin cambio histolégico anormal ni en la morbilidad y mortalidad de los animales
(Carlton et al., 2005).

Dada la especificidad de los fagos hacia su bacteria blanco y a lo inocuo que estos
son para las células eucariotas, se ha sugerido su uso en los alimentos. El concepto de
combatir patégenos en los alimentos mediante el uso de bacteridfagos, podria ser
aplicado en distintas etapas de la cadena de produccion de alimentos, es decir, como
fagoterapia para la reduccion de la colonizacion de patdgenos en los animales, como
biosanitizacion para desinfeccién de equipos y superficies de contacto, como biocontrol en
carcasas, productos crudos y productos listos para consumir y como biopreservacion del

producto final que llega al consumidor (Garcia et al., 2008).

En agosto de 2006, la FDA (“Food and Drug Administration”) de Estados Unidos
de América, aprobé el uso de una preparacion de fagos contra Listeria monocytogenes en
quesos y carnes listos para consumir, considerandolo como un aditivo alimentario

generalmente seguro (FDA, 2006).

Se ha evaluado la utilizacion de fagos contra distintos patégenos (Escherichia coli
0157:H7, Campylobacter spp, Listeria monocytogenes, Enterobacter sakazakii,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp) y en una gran variedad de alimentos
(carnes, quesos, frutas, vegetales, leche), obteniendo resultados prometedores en la
reduccion de dichos patégenos (Hagens y Loessner, 2007; Abuladze et al., 2008;
Garcia et al., 2008).

En el caso especifico de fagos contra S.E. en alimentos, Modi et al., (2001)
analizaron la habilidad de S.E. de sobrevivir durante el proceso de fabricacion,
maduracion y almacenamiento de queso Cheddar, utilizando leches con y sin
pasteurizacion tratadas con fagos. Para ello, tanto leche cruda como pasteurizada fueron
inoculadas con 10* UFC S.E. /mL y con 10® UFP/mL del fago SJ2 y se evalu6 el queso
durante un periodo de 99 dias, para determinar la presencia de la bacteria. El recuento de
S.E. disminuy6 en 1 a 2 unidades logaritmicas luego de 24 horas en quesos fabricados
con leche cruda y pasteurizada que contenia el fago. Mientras que, en los quesos
fabricados con leches no tratadas, hubo un aumento aproximado de 1 unidad logaritmica

en la cantidad de S.E. Ademas, Salmonella no sobrevivié en queso fabricado con leche
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pasteurizada tratada con fagos luego de 89 dias de almacenamiento. Este estudio
demostré que el fago SJ2 redujo la habilidad de Salmonella de sobrevivir en queso
Cheddar.

Leverentz et al., (2001) utilizaron una mezcla de fagos liticos especificos para el
control de S.E. en cortes de manzanas (2 x 10° UFP/mL) y melones (10° UFP/mL).
Los cortes de frutas tratados se almacenaron a 5, 10 y 20 °C. Se cuantificé la
concentracion de S.E. a las 0, 3, 24, 48, 120 y 168 horas post administracion de fagos, no
existiendo una reduccién significativa (p > 0,0001) de los recuentos en cortes de
manzanas tratadas con fagos. Sin embargo, en cortes de melones, la reduccién de la
poblacion de S.E. fue significativa (p < 0,0001). Esta reduccién fue independiente de la
temperatura de almacenamiento, obteniéndose un recuento promedio de 3,17 unidades
logaritmicas de S.E. en el grupo control y 1,38 unidades logaritmicas de S.E. en el grupo

tratado con fagos.

Goode et al., (2003) estudiaron la efectividad de fagos liticos contra S.E. en piel de
pollo. Para esto, se contaminé piel de pollos con 10° UFC S.E. /cm? y luego se trataron
con fagos en bajas y altas dosis (multiplicidad de infeccion o MOI, cantidad de fagos por
bacterias inoculadas). Cuando los fagos se aplicaron en una MOI baja (10°%), los recuentos
promedios de S.E. bajaron desde 3,91 log;, UFC/cm? al tiempo cero a 3,27 log,o UFC/cm?
luego de 24 horas de la aplicacion y a 2,96 logi UFC/cm? a las 48 horas, siendo estas
reducciones significativas (p < 0,01), respecto a la hora cero. Con la MOI elevada (10°),
los recuentos promedios de S.E. del grupo control fueron de 4,66 log;, UFC/cm?, mientras
que con el fago P22, estos disminuyeron a 2,83 log,, UFC/cm?y a 1,92 log,o UFC/cm?con

el fago 29C, siendo estas reducciones significativas (p < 0,01).

También se han usado fagos frente a Salmonella en animales de consumo. Estos
estudios se basan principalmente en la reduccién de este patdgeno a nivel intestinal, en
aparato reproductivo y otros organos, ya sea en forma profilactica o terapéutica
(Fiorentin et al., 2005; Higgins et al., 2005; Toro et al., 2005; Atterbury et al., 2007
Filho et al., 2007; Borie et al., 2009; Hauva, 2009; Quiroga, 2009).

20



En Chile se han realizado experimentos in vivo usando bacteriéfagos con el fin de
prevenir la colonizacion de S.E. en intestino y “pool” de 6rganos (bazo, higado y corazén)
de pollos broiler. Para ello se les administr6, via oral, un bacteri6fago en dos
concentraciones diferentes (10° y 10" UFP/mL), luego, se infectaron, via oral, con
10° UFC S.E. /mL. Con la concentracién de fagos méas alta (10’ UFP/mL) se logro
disminuir la incidencia de infeccién de 86,6% a 46,6% (p < 0,05) tanto en intestino como
en “pool” de 6rganos” (Borie et al., 2008a).

En un segundo estudio, se aplic6 una mezcla de 3 bacteriéfagos por dos vias
distintas: aerosol y agua de bebida, obteniendo en el grupo control de infeccion, el 100%
de aves positivas, un 72,7% en el grupo tratado via aerosol y un 90% en el grupo tratado
via agua de bebida. Los resultados sefialan que hay una menor incidencia de S.E. en
intestino y “pool” de 6rganos (bazo, higado, corazén) cuando los fagos son administrados
via aerosol (p < 0,01) no asi en el agua de bebida (p > 0,01), lo que también indica que la
via de administracién juega un rol importante en el éxito del tratamiento (Borie et al.,
2008b). Los mismos autores han concluido que en pollos de 7 dias de edad, el uso de una
mezcla de bacteri6fagos en conjunto con exclusion competitiva logra reducir en mayor
proporcion la incidencia de S.E. en ciego y 6rganos internos, que cuando ambas terapias
se administraron por separado (Borie et al., 2009). En experiencias recientes, con el fin de
disminuir la incidencia de S.E. en tejido reproductivo y con ello disminuir la cantidad de
huevos infectados, los autores utilizaron de manera profilactica una mezcla de
3 bacteriéfagos liticos en gallinas de postura experimentalmente infectadas con S.E.
En esta ocasidn, los fagos no lograron reducir la incidencia de infeccion ni los recuentos
bacterianos a nivel cecal ni en oviductos, sin embargo, en ovarios hubo una disminucion
significativa de los recuentos de S.E. (p < 0,05). Ademas, se determiné la presencia de los

fagos en tejido reproductivo, pero en escasa cantidad (Hauva, 2009; Quiroga, 2009).

Dada la escasa actividad litica de los fagos sobre S.E. en tejidos reproductivos de
gallinas comerciales de postura, se plantea la necesidad de investigar su efectividad
directamente en huevos contaminados. Si bien no existe literatura publicada al respecto,
la buena capacidad litica demostrada por los bacteriéfagos frente a Salmonella Enteritidis
tanto in vitro como in vivo en aves (Borie et al.,, 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al.,
2009) se espera que su uso disminuya la incidencia y los recuentos de Salmonella

Enteritidis en yemas y albiminas de huevos infectados experimentalmente.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar in vitro la efectividad de una mezcla de bacteriéfagos sobre Salmonella

Enteritidis en yema y albimina de huevos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la dosis minima infectante de Salmonella Enteritidis en yemas y albuminas
de huevos libre de patégenos especificos (SPF) inoculados experimentalmente.

2. Determinar la efectividad de distintas concentraciones de bacteriéfagos y dos tiempos
de incubacién sobre el porcentaje de contaminacion in vitro de yemas y alblminas de

huevos SPF inoculados experimentalmente con Salmonella Enteritidis.
3. Cuantificar la reduccién de Salmonella Enteritidis en yemas y albuminas de huevos

SPF luego del tratamiento con bacteriéfagos en distintas concentraciones y en diferentes

tiempos de incubacién.
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MATERIAL Y METODOS

1. Huevos

Se trabajo con huevos SPF, provenientes del Instituto de Patologia Animal,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile. Los huevos fueron
almacenados a temperatura de refrigeracién (entre 4 a 8 °C) por no mas de 24 horas

hasta el inicio del estudio.

2. Cepa desafio

Se utilizé una cepa de Salmonella Enteritidis, aislada de una gallina reproductora y
donada por el Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola Ganadero. De ésta, se
seleccion6 en el laboratorio, una cepa mutante espontanea con resistencia al acido
nalidixico (nal’) y rifampicina (rif), de tal manera de facilitar su bUsqueda in vitro
(Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad Catdlica
de Valparaiso). La cepa ha recibido 9 pasajes (P-9) en pollos para exacerbar su

virulencia.

3. Determinacioén de la dosis minima infectante (DMI ) en yemas y albuminas

La dosis minima infectante para yema y albimina, fue aquella menor dosis
bacteriana con que se pudo recuperar la cepa desafio en el 100% de las muestras
contaminadas. Para ello, se realiz6 una suspension de Salmonella Enteritidis nal’ rif" en
caldo Luria-Bertani (Difcog) y se incub6 a 37 °C por 24 horas. Esta suspension fue
ajustada al tubo 0,5 del Nefelémetro de McFarland (1,5 x 10° bacterias/mL) y, mediante
adicion de suero fisioloégico estéril, se realizaron diluciones tedricas, al décimo, hasta
alcanzar el valor de 10> UFC/mL. Para corroborar esta concentracion, se realizé recuento

de colonias a la suspension inicial (Ver punto 6.2. bacteriologia cuantitativa).
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Se trabaj6 en un comienzo con diluciones de 10% 10° y 10* UFC/mL, utilizando
10 huevos por cada dilucion. De cada huevo, se separ6, en forma aséptica (Poppe et al.,
1992) yema de albumina colocandolas en una bolsa estéril para “Stomacher”
(Nasco WHIRL-PAKg). Cada muestra se inoculé con 0,1 mL de la suspensién bacteriana
correspondiente, se homogeneizé6 manualmente y se dejo reposar 2 horas a temperatura
ambiente; luego, se adicioné caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcog) en una razon
aproximada de 1:10, se homogeneiz6 manualmente y se incub6 a 37 °C por hasta
72 horas. Se sembrd cada 24 horas hasta obtener desarrollo de la cepa desafio, en
placas de agar XLD (Difcog) adicionado de &acido nalidixico (20 pg/mL, Arlabg) y
rifampicina (20 pg/mL, Arlabg).

4. Bacteriéfagos

Se utiliz6 una mezcla de 3 bacteriéfagos liticos nativos denominados Est2, Est16 y
F18a, cuya caracterizacion fue descrita por Robeson et al., (2008). La preparacion de los
bacteriéfagos fue realizada por el Dr. James Robeson, perteneciente al Laboratorio de
Bacteriologia del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso.

Los bacteriéfagos se utilizaron en una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10°, 10*
y 10° / cada fago / dosis, correspondiendo esta a la relacién de concentracion entre

bacteriéfagos y cepa desafio.

5. Modelo experimental

Se trabajé con huevos SPF, separados en 3 grupos (Cuadro N° 1), siendo el
grupo 1 el control de infeccion, el grupo 2, el control de inocuidad de fagos y el grupo 3 el
gue recibio la terapia con fagos. En cada grupo se trabaj6é con yema y albimina obtenidas
de manera aséptica, segun metodologia descrita por Poppe et al., (1992); para esto, la
superficie externa de la cascara se desinfecté con etanol al 70% mediante inmersion del
huevo por 2 minutos, dejandolo secar a T° ambiente. Los huevos se abrieron
individualmente sobre el borde de un vaso precipitado estéril cubierto con papel aluminio
desinfectado con alcohol yodado. Cada yema y cada albimina fueron colocadas
individualmente en una bolsa estéril para “Stomacher” (Nasco WHIRL-PAKg) para su

posterior inoculacion con la cepa desafio.
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Cuadro N° 1. Disefio experimental

GRUPOS GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
S.E. (n) BF (n) S.E. + BF (n)
MATRIZ

a) DMI + MOI 10° (25)
YEMA 1 DMI (25) 10° UFP (15) b) DMI + MOI 10* (25)
c) DMI + MOI 10° (25)
a) DMI + MOI 10° (25)
ALBUMINA 1 DMI (25) 10° UFP (15) b) DMI + MOI 10* (25)
c) DMI + MOI 10° (25)

S.E.: Salmonella Enteritidis. BF: bacteriéfagos. DMI: dosis minima infectante. MOI: multiplicidad de

infeccion.

Los grupos 1 (S.E.) y 3 (S.E. + BF) fueron inoculadas con una dosis minima
infectante (1 DMI) de S.E., suspendida en 0,1 mL de agua fosfatada tamponada (Oxoidg),
mientras que el grupo 2 recibié 0,1 mL de suero fisiolégico estéril; los tres grupos fueron
homogeneizados manualmente y se dejaron reposar a T° ambiente por 2 horas.
Posteriormente, los grupos 2 (BF) y 3 (S.E. + BF) fueron inoculados con 0,1 mL de la
mezcla de bacteriéfagos, y el grupo 1 recibié 0,1 mL de suero fisioldgico estéril. Todas las
bolsas se homogeneizaron manualmente y fueron incubadas a 37 °C por 24 horas
(protocolo de incubacion de 24 horas) para luego ser analizadas por bacteriologia

cualitativa y cuantitativa.

Este protocolo fue repetido utilizando el mismo numero de huevos, pero
considerando un tiempo de incubacién de 48 horas (protocolo de incubacion de 48 horas).
Durante esta segunda experiencia, no se considerd el grupo 2, control de inocuidad de

bacteriéfagos.

Para evitar la contaminacion bacteriana y viral entre grupos, se utilizaron

laboratorios y estufas diferentes segln grupo experimental.
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6. Analisis bacterioldgico

El procedimiento para el reaislamiento de la cepa desafio se realizé segun las
pautas australianas de diagnéstico de Salmonella (Murray y Barton, 1993), considerando

algunas sugerencias de Gast et al., (2005).

6.1 Bacteriologia Cualitativa

Cada muestra se pesO y, a la bolsa, se le adicion6 caldo Rappaport-Vassiliadis
(Difcog) en una razoén de 1:10 (Gast et al., 2005), mezclando manualmente hasta lograr la
homogeneizacién de la muestra. La bolsa fue incubada a 37 °C por hasta 72 horas,
resembrando a las 48 y 72 horas, en placas de agar XLD (Difcog) adicionado de acido
nalidixico (20 pg/mL, Arlabg) y rifampicina (20 pg/mL, Arlabg). Las placas fueron
incubadas a 37 °C por 24 horas y las colonias sospechosas (transparentes con centro

negro) se identificaron por aglutinacién con suero anti-Salmonella grupo D1 (Difcog).

Todas las muestras negativas por cultivo a S.E., fueron analizadas por la prueba
de reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) en el servicio de Microbiologia (FAVET,

Universidad de Chile) para detectar genoma de S.E. (inv A) (Sanchez, 2007).

6.2 Bacteriologia Cuantitativa

Para el recuento de colonias en yemas, se extrajo 1 mL del homogeneizado en
caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcog) sin incubar. De alli, se realizaron 4 diluciones al
centésimo en agua fosfatada tamponada (Oxoidg) y de cada dilucién, se sembr6 0,1 mL
en superficie de placas de agar XLD (Difcog) adicionado de &cido nalidixico
(20 pg/mL, Arlabg) y rifampicina (20 pug/mL, Arlabg) (Fotografia N° 1). Las placas se

incubaron a 37 °C por 24 horas para realizar el recuento de colonias.

Para el recuento de colonias en albuminas, se extrajo 1 mL del homogeneizado en
caldo Rappaport-Vassiliadis (Difcog) previamente incubado a 37 °C por 24 horas. De alli,
se realizaron 2 diluciones al décimo en agua fosfatada tamponada (Oxoide) y de cada

dilucion, se sembraron 0,5 mL en superficie de placas de agar XLD (Difcog) adicionado de
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acido nalidixico (20 pg/mL, Arlabg) y rifampicina (20 pg/mL, Arlabg). Las placas se
incubaron a 37 °C por 24 horas para realizar el recuento de colonias (UFC/mL).

Fotografia N° 1. Siembra por extensién con asa de Digralsky, de una muestra de yema diluida.

7. Normas de Bioseguridad

En este estudio se trabaj6é con las recomendaciones entregadas por el Centro de
Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos de América, para un
nivel 2 de bioseguridad, correspondiente a Salmonella no Typhi (Richmond y McKinney,
1999).

Se utilizé delantal, guantes, mangas plasticas y gabinete de bioseguridad clase A Il
(Heal Forceg). Los mesones y pisos de los laboratorios fueron desinfectados con alcohol
yodado y cloro (5.000 ppm). Todos los residuos organicos fueron incinerados o
autoclavados, segun el caso.
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8. Andlisis de Resultados

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

Para el analisis bacteriol6gico cuantitativo en yemas y albuminas, los valores de
los recuentos (UFC/mL) se transformaron a unidades logaritmicas (logio) y luego se
sometieron a analisis de varianza (ANDEVA) (InfoStat, 2004). Todas las muestras en
donde no se observé desarrollo bacteriano al momento del recuento, pero que resultaron
positivas a la bacteriologia cualitativa, se les asignd arbitrariamente un valor de 1,
mientras que a las muestras que fueron incontables al momento del recuento, se les
asigno un valor de 10 y, a aquellas que fueron negativas en ambas bacteriologias se les

asigno valor 0.
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RESULTADOS

1. Dosis minima infectante (DMI).

Con todas las dosis analizadas previamente se logré un 100% de reaislamiento de
la cepa desafio, por lo que se decidi6 seleccionar como DMI de S.E. nal rif', la
concentracion de 10" UFC (0,1 mL de la suspension de 10° UFC/mL). Se trabajé con
1,05 x 10" UFC para el protocolo de incubacion de 24 horas y 1,25 x 10" UFC para el

protocolo de incubacion de 48 horas.

2. Efectividad de distintas dosis de bacteriéfagos y dos tiempos de incubacién

sobre la contaminacién con S.E. en yemas y albimina  s.

La bacteriologia cualitativa determind, para el protocolo de incubacién de 24 horas,
un 100% de positividad a S.E., tanto en yemas como en albiminas en el grupo que solo
recibié la cepa desafio (grupo 1) y en aquellos que recibieron S.E. y bacteri6fagos
(grupos 3a, 3b y 3c). Para el protocolo de incubacion de 48 horas, en las yemas no se
observaron diferencias significativas (p > 0,05) mientras que en las albuminas se
presentaron diferencias significativas (p < 0,05) en el grupo tratado con la MOI mas alta

(10°), donde sélo un 68% de las albliminas fueron positivas (Cuadro N° 2).

Cuadro N° 2. Recuperacion de S.E. en yemas y albuminas experimentalmente
contaminadas y tratadas con distintas concentraciones de bacteriéfagos para el protocolo

de incubacion de 48 h.

Grupo N° de yemas positivas a S.E. | N° de albuminas positivas a S.E.
(%) (%)
1 (S.E.) 25 (100%) 25 (100%)*
3a (MOI 10%) 25 (100%) 24 (96%)*
3b (MOI 10% 25 (100%) 25 (100%)*
3c (MOI 10°) 25 (100%) 17 (68%)"

25" etras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
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Todas aquellas muestras negativas por cultivo a S.E., fueron analizadas por la
prueba de reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) en el servicio de Microbiologia
(FAVET, Universidad de Chile) para detectar genoma de S.E. (inv A) (Sanchez, 2007), no

encontrandose muestras positivas adicionales.

3. Cuantificacién de la reduccion de S.E. en yemas y albaminas con distintas

dosis de bacteriéfagos y diferentes tiempos de incu bacion.

Los resultados obtenidos en el protocolo de incubacion de 24 horas, determinaron
gue en la matriz yema (Grafico N° 1), hubo diferencias significativas (p < 0,05) entre el
grupo 1 (S.E.) y los grupos 3a (MOI 10°), 3b (MOI 10%) y 3¢ (MOI 10°), que recibieron S.E.
y tratamiento con bacteriéfagos; siendo el grupo 1 el que tuvo los recuentos de S.E. mas
altos. Al comparar los recuentos entre los grupos que recibieron distintas concentraciones

de bacteriéfagos (grupo 3), no hubo diferencias significativas entre ellos (p > 0,05).

En la matriz albimina (Grafico N° 1), las diferencias significativas
(p < 0,05) se observaron entre el grupo 1 (S.E.), y los grupos 3a (MOI 10% y 3b (MOI 10%),
gue recibieron S.E. y el tratamiento con bacteri6fagos; esta vez, el grupo 1 obtuvo los
recuentos de S.E. mas bajos. Entre el grupo 1 (S.E.) y el grupo 3c (MOI 10°), no se
observaron diferencias significativas (p > 0,05). Al comparar los recuentos entre los
grupos que recibieron distintas concentraciones de bacteriéfagos (grupo 3), no hubo

diferencias significativas entre ellos (p > 0,05).
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Grafico N° 1. Recuentos promedios de S.E. (log; UFC) en yemas y albuminas tratadas

con distintas concentraciones de bacteriéfagos, para el protocolo de incubacion de 24 h.
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*Grupo 1: S.E.; Grupo 3a: S.E. + BF (MOl 10%; Grupo 3b: S.E. + BF (MOl 10%;
Grupo 3c: S.E. + BF (MOI 10°).
(a), (b) Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) dentro de

cada grupo.

Al analizar los resultados del protocolo de incubacién de 48 horas, para las yemas
(Grafico N° 2), los recuentos de S.E. en el grupo 1 (S.E.), fueron significativamente (p < 0,05)
mas elevados que los recuentos observados en los grupos 3a (MOI 10%, 3b (MOl 10% y
3c (MOI 10°), que recibieron S.E. y tratamiento con bacteriéfagos. A su vez, los recuentos del
grupo 3a (MOI 10 fueron significativamente (p < 0,05) menores que los observados en los
grupos 3b (MOI 10* y 3c (MOI 10°), cuyos valores fueron iguales entre ellos (p > 0,05).
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En el caso de las muestras de albiminas (Grafico N° 2), los recuentos de S.E. en el
grupo 1 (S.E.), fueron significativamente (p < 0,05) mas elevados que los recuentos
observados en los grupos 3a (MOl 10% y 3c (MOl 10°. No hubo diferencia significativa
(p > 0,05) en los recuentos observados entre el grupo 1y el grupo 3b (MOI 10%). A su vez, el
recuento promedio del grupo 3b (MOI 107 fue significativamente (p < 0,05) mayor que el
observado en el grupo 3c (MOl 10°), mientras que el grupo 3a (MOl 10% no presentd
diferencias significativas (p > 0,05) con los grupos 3b (MOI 10%) y 3¢ (MOI 10°).

Grafico N° 2 . Recuentos promedios de S.E. (log;, UFC) en yemas y albdminas tratadas

con distintas concentraciones de bacteriéfagos, para el protocolo de incubacion de 48 h.
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(a), (b), (c) Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) dentro

de cada grupo.
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Para establecer posibles diferencias del tiempo de incubacién sobre la actividad
litica de los bacteriéfagos, se compararon separadamente los resultados de cada grupo
para los protocolos de 24 y 48 horas Asi, en yemas, los recuentos fueron
significativamente (p < 0,05) menores en todos los grupos del protocolo de incubacion de
24 horas (Grafico N° 3).

Grafico N° 3. Recuentos promedios de S.E. (log;y UFC) en yemas tratadas con distintas
concentraciones de bacteriéfagos, segun protocolo de incubacion.
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(a), (b) Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) dentro de

cada grupo.
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En el caso de las albuminas, los recuentos fueron significativamente (p < 0,05)
menores para el protocolo de incubacién de 48 h, sélo en los grupos que recibieron S.E. y
el tratamiento con bacteri6fagos, es decir, entre los grupos 3a (MOl 10°),
3b (MOI 10%) y 3¢ (MOI 10°) (Gréfico N° 4).

Grafico N° 4. Recuentos promedios de S.E. (logi; UFC) en albuminas tratadas con

distintas concentraciones de bacteriéfagos, segun protocolo de incubacion.
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*Grupo 1: S.E.; Grupo 3a: S.E. + BF (MOl 10%; Grupo 3b: S.E. + BF (MOl 10%;
Grupo 3c: S.E. + BF (MOI 10°).
(a), (b) Letras diferentes corresponden a diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) dentro de

cada grupo.
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Los recuentos minimos y maximos observados para los distintos grupos
experimentales, segun el protocolo de incubacion, se detallan en el Cuadro N° 3.
En general se observa que los recuentos minimos y maximos son mas elevados en el
grupo que soélo recibié S.E. (grupo 1), en comparacion con los grupos que recibieron la
terapia con bacteriéfagos (grupos 3a, 3b y 3c). En cuanto al tipo de muestra, las
albuminas presentaron, usualmente, menores recuentos minimos y maximos comparados
con las yemas. En relacién al tiempo de incubacion (protocolos de 24 y 48 horas), en
yemas, el protocolo de incubacion de 24 horas presentd recuentos minimos y maximos
mas bajos que el protocolo de 48 horas, mientras que en las albuminas, los recuentos
maximos fueron mas bajos en el protocolo de incubacién de 48 horas, comparado con el

protocolo de 24 horas.

Cuadro N° 3. Recuentos minimos y maximos de S.E. (log;o UFC) en yemas y alblminas

para los protocolos de incubacion de 24 h. y 48 h.

Matriz Recuento s minimos y maximos de Recuento s minimos y maximos de S.E.
S.E. en yemas (log 10 UFC) en albuminas (log 10 UFC)
Grupo

Protocolo 24 h. | Protocolo 48 h. Protocolo 24 h. Protocolo 48 h.

1(S.E) 9,59 -9,99 10,26 — 10,82 1,00* - 7,01 1,00* - 5,54

3a (MOl 103) 5,04 - 8,35 9,76 — 10,40 1,00* — >10** 0,00 - 5,26

3b (MOI 104) 1,00* - 8,51 9,81-10,41 1,00* — >10** 1,00* - 5,84

3c (MOl 105) 1,00* - 8,13 10,03 - 10,65 1,00* - 7,30 0,00 - 4,66

*Muestras sin recuentos bacterianos, pero positivas a la bacteriologia cualitativa, se les asigné

arbitrariamente un valor de 1. **Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un

valor 10.
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Respecto al grupo control de inocuidad de fagos, que soélo recibié la mezcla de
bacteriéfagos en la concentracion mas elevada (10° UFP), no se aislé S.E., descartando
asi la posibilidad de contaminacién cruzada entre los grupos experimentales.
Es importante sefialar que a la observacion macroscopica de las muestras de yemas, no
se observaron cambios fisicos, sin embargo, en el caso de las albuminas, estas
presentaron una consistencia mas liquida, que lo observado en albuminas provenientes

de huevos comerciales no experimentales.

En general, tanto en albuminas como en yemas contaminadas y tratadas con
fagos, las colonias de S.E. reaisladas se presentaron de una morfologia diferente a la de
la cepa inicialmente inoculada y recuperada en los grupos controles sin terapia. Esta
diferencia se tradujo en disminucién del tamafio de la colonia y aparente menor

produccién de acido sulfidrico (Fotografia N° 2).

36



Fotografia N° 2. (a) Colonias tipicas de S.E. nal' rif en placas de agar XLD obtenidas del procesamiento de albuminas del grupo control.
(b) Colonias tipicas de S.E. nal' rif' en placas de agar XLD obtenidas del procesamiento de albliminas contaminadas y tratadas con fagos

(las flechas muestran dos colonias de S.E. de menor tamafio).
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DISCUSION

Para determinar la efectividad in vitro de la mezcla de bacteriéfagos sobre
Salmonella Enteritidis en las matrices alimentarias, yema y albimina, se establecié una
dosis minima infectante (DMI) de 10' UFC en 0,1 mL, que fue inoculada directamente
sobre ambas matrices. Esta dosis, que pareciera ser baja, es igual a la utilizada por
Gast y Holt (2000), Gast y Holt (2001) y Gdurtler y Fehlhaber (2004) en yemas, quienes
también lograron un 100% de contaminacion de las muestras. En el caso de las
albuminas, esta DMI es menor a la utilizada por otros autores, cuyos valores oscilan entre
10° a 10" UFC/mL (Gast y Holt, 2000; Gast y Holt, 2001; Lu et al.,, 2003; Clavijo
et al.,, 2006; Guan et al., 2006; Kang et al., 2006; Howard et al., 2007 y Gantois et al.,
2009a).

Los estudios que han utilizado DMI mayores a la presente (10 UFC) han realizado
la inoculacion de S.E. sobre la membrana perivitelina de yemas intactas usando dosis que
variaron desde 10° UFC a 10° UFC/mL, obteniendo porcentajes de contaminacién no
superiores a 56,25% (Gast et al.,, 2005; Murase et al., 2005; Guan et al., 2006;
Gast et al., 2007; Howard et al., 2007). La razén de usar DMI elevadas en esos estudios
se debidé a que al inocular sobre la membrana perivitelina se asume que no todas las
bacterias son capaces de llegar al interior de la yema, por lo que fue necesaria una dosis

mas alta.

En conocimiento de que las DMI para albumina, en general suelen ser mayores
(Gast y Holt, 2000; Gast y Holt, 2001; Lu et al., 2003; Clavijo et al., 2006; Guan et al.,
2006; Kang et al., 2006; Howard et al., 2007 y Gantois et al., 2009a) que aquellas
utilizadas para contaminar yemas (Gast y Holt, 2000; Gast y Holt, 2001 vy
Gurtler y Fehlhaber, 2004), en el presente estudio se decidié mantener la misma DMI para
ambas matrices porque se asemeja a la cantidad de bacterias encontradas en huevos
naturalmente infectados por Salmonella (1 a 2,4 x 10° UFC/g) (Humphrey et al., 1989;
Ohtsuka et al., 2005). El procesamiento de las albiminas contaminadas con bajas dosis
considero la utilizacion de una etapa de enriquecimiento previo (Rappaport-Vassiliadis
a 37 °C por 24 horas) de tal manera de estimular el desarrollo de la bacteria, haciéndola
detectable por la metodologia de cultivo tradicional. La aplicacion de este procedimiento

se debid a los resultados de un ensayo preliminar en que se analizaron tres dosis de S.E.
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(10%, 10? y 10°® UFC/0,1 mL) en albuminas procesadas sin enriquecimiento, no siendo
posible reaislar la cepa inoculada. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Gast y
Holt (2000) quienes también inocularon albiminas con bajas dosis (10' y 10* UFC) y
procesaron las muestras sin enriquecimiento, no detectando la presencia de S.E. en el
caso de la dosis 10" UFC y en casi ninguna de las albuminas inoculadas con dosis de
10° UFC. De manera similar, otras investigaciones demuestran que S.E. no logra
multiplicarse en albumina cuando las dosis de contaminacién son tan bajas, como las
analizadas en este estudio, aunque logran mantener la concentracién inicialmente
inoculada (Gast y Holt, 2001; Murase et al., 2005; Guan et al., 2006; Kang et al., 2006).
En el presente estudio, probablemente el hecho de no reaislar S.E. de las albuminas
contaminadas y procesadas sin enriquecimiento pudo deberse a la sensibilidad de la
técnica microbioldgica utilizada (> 10° UFC/mL; Borie, 2010"), de tal manera que para
lograr reaislarla sin enriquecimiento seria necesario inocular una cantidad superior de
bacterias (10° a 10’ UFC/mL) como lo demuestran los estudios de Gast y Holt (2001),
Lu et al., (2003), Clavijo et al.,, (2006), Kang et al., (2006), Howard et al., (2007) y
Gantois et al., (2009a).

Otra posible causa del no reaislamiento de la bacteria en albuminas contaminadas
y procesadas sin enriquecimiento pudo deberse a que la actividad bactericida de la
albumina fuera capaz de controlar la pequefia dosis de S.E. inoculada (Orsi, 2004;
Sellier et al, 2007; Wellman-Labadie et al., 2008). Esto fue demostrado
experimentalmente por Kang et al., (2006), quienes evaluaron el efecto de la
concentracion inicial de S.E. en su sobrevivencia en muestras de albumina. Para ello
inocularon albuminas con distintas dosis, 10%, 10° y 10° UFC/mL, las incubaron a 37 °C y
evaluaron el recuento de bacterias luego de 24 y 48 horas post contaminacién. Los
recuentos obtenidos con la mayor dosis de S.E. inoculada (10" UFC/mL) se elevaron por
sobre 10° UFC/mL, mientras que no hubo recuentos con la menor dosis (10° UFC/mL)
luego de 48 horas post contaminacion. Por otro lado, la temperatura de incubacion (37 °C)
también pudo influenciar la actividad bactericida de la albimina, aumentandola en forma
directamente proporcional. Al respecto, Kang et al., (2006), determinaron que al inocular
albuminas con 10°® UFC S.E./mL e incubarlas por 24 y 48 horas a distintas temperaturas

(4, 25, 37 y 42 °C), la bacteria mantuvo sus recuentos luego de 24 y 48 horas de

! BORIE, C. 2010 [Comunicacién Personal]. Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias. Laboratorio de Microbiologia Veterinaria.
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incubacién a 4 y 25 °C, en cambio, a 37 °C, los recuentos disminuyeron gradualmente

hasta llegar a cero luego de 48 horas de incubacion.

En relacion a la efectividad de distintas dosis de fagos (MOl 10% 10* y 10°) sobre
S.E. en las muestras de yemas y albuminas analizadas en el protocolo de incubacién de
24 horas, la incidencia de contaminacion (bacteriologia cualitativa) no fue reducida, siendo
estas iguales a la de sus respectivos grupos controles de infeccion (100%). Esta situacién
ocurrié independiente de las MOI analizadas. En el caso de las albiminas , una posible
explicacién seria la baja dosis de S.E. inoculada (10* UFC) que sumada a la actividad
bactericida propia de la albimina (Orsi, 2004; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie et al.,
2008) disminuirian la concentracion bacteriana, alterando con ello el equilibrio
fago/bacteria (MOI) y reduciendo la probabilidad de colisiones efectivas entre ambos
(Greer, 2005). En el caso particular de la yema, la incapacidad de los fagos para disminuir
la incidencia de contaminacion podria deberse al alto contenido nutricional que esta
proporciona y que contribuye a que S.E. tenga un crecimiento exponencial rapido (Gast y
Holt, 2000; Gast y Holt, 2001; Girtler y Fehlhaber, 2004; Guan et al., 2006). De hecho,
esto fue observado en el grupo control de infeccién (grupo 1) cuyos recuentos se elevaron
8,81 veces en 24 horas a 37 °C (de 1 log,o UFC a 9,81 log,, UFC). Dado este crecimiento
exponencial, es factible que al perderse la relacién fago/bacteria, los titulos fagicos no
fueran suficientes como para producir una gran cantidad de lisis bacteriana con la
consecuente disminucion de la contaminacién de las yemas; si éste fuese el caso, tal vez
lo 6ptimo hubiese sido utilizar MOI superiores (Goode et al., 2003; Carlton et al., 2005;
Huff et al., 2006; Borie et al., 2008a; Bigwood et al., 2009 y Guenther et al., 2009). De
todas maneras, estos resultados son similares a los obtenidos en investigaciones
internacionales en los que la fagoterapia no ha logrado disminuir la incidencia de algun
patégeno, sino mas bien han disminuido los recuentos bacterianos en distintas matrices
alimentarias. Esto se deberia a que los alimentos proporcionan a las bacterias un
ambiente favorable para su crecimiento (Leverentz et al., 2001; Modi et al., 2001; Goode
et al., 2003; Leverentz et al., 2003; O'Flaherty et al., 2005; Abuladze et al., 2008; Bigwood
et al., 2009; Kocharunchitt et al., 2009). Hasta la fecha, son escasas las investigaciones
sobre biocontrol con fagos que han logrado la erradicacion completa de patégenos desde
alimentos contaminados, tal como lo presentado por Carlton et al., (2005) en quesos y
Kim et al., (2007) en leche reconstituida.
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Aln cuando los fagos no lograron disminuir la incidencia de contaminacién en las
yemas, en el andlisis de recuentos bacterianos (bacteriologia cuantitativa) en el protocolo
de 24 horas, se observé una disminucion (p < 0,05) de aproximadamente 2 log,o UFC en
los recuentos promedios de los tres grupos tratados con distintas dosis de fagos
(MOI 10% 7,49 log;o UFC; MOI 10* 7,55 log;o UFC y MOI 10°: 7,28 log,, UFC) en relacion
al grupo control de infeccion (9,81 log;o UFC). Si bien no existen estudios publicados que
utilicen fagos en huevos para la reduccién de algun patégeno, estos resultados se podrian
comparar con los obtenidos por Modi et al., (2001), quienes adicionaron un fago litico en
leche cruda y pasteurizada contaminada con 10* UFC/mL de S.E., logrando una
disminucion de 1 a 2 log;,g UFC luego de 24 horas de incubacion en los quesos
producidos con estas leches.

Al analizar la disminucion de los recuentos en yemas segun las distintas dosis de
fagos administradas, lo esperable era que a medida en que aumentara la MOI, se
obtuvieran mejores resultados, es decir, recuentos mas bajos en el grupo tratado con la
MOI 10° (Goode et al., 2003; Carlton et al., 2005; Huff et al., 2006; Borie et al., 2008a;
Bigwood et al., 2009 y Guenther et al., 2009). Esta situacién no ocurrié ya que las tres
concentraciones estudiadas fueron capaces de reducir los recuentos de S.E. de manera
similar (p < 0,05) (aproximadamente 2 log;, UFC). Esto podria atribuirse al alto contenido
nutritivo de la yema que favorece un rapido crecimiento exponencial de S.E., hecho
observado en el grupo control de infeccién (sin fagos) que presentdé un aumento de
8,81 log;p UFC en solo 24 horas de incubacion a 37 °C. Este rapido aumento de la
concentracion bacteriana puede permitir entonces que se pierda la relacion fago/bacteria
impidiendo observar el efecto del aumento del titulo de fagos.

En relacion a la efectividad de los fagos en albuminas analizadas por recuento
bacteriano en el protocolo 24 horas, se observé un aumento (p < 0,05) en los recuentos
promedios de los grupos tratados con una MOl de 10° (5,47 logy, UFC) y
10* (4,62 logy, UFC) en relacion al grupo control de infeccion (3,07 log,o UFC) y al grupo
tratado con una MOI de 10° (4,49 log;; UFC). Estos inesperados resultados podrian
deberse a varios factores, uno de ellos seria la posible presencia de bacterias resistentes
a los fagos inoculados. Este fenémeno esta descrito por varios autores tanto
in vitro, in vivo (animales) como en alimentos (Greer y Dilts, 2002; O'Flynn et al., 2004,

Kim et al., 2007; Robeson et al., 2008), sin embargo se ha demostrado que la resistencia
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disminuye cuando se utilizan mezclas de fagos (Sulakvelidze et al., 2001; Tanji et al.,
2004; Hagens y Loessner, 2007); por esta razén en la presente investigacion se utilizé
una mezcla de tres bacteriéfagos. Tanji et al., (2004) demostraron in vitro que el uso de
dos fagos por separado favorecen la aparicion de bacterias resistentes en pocas horas
(6 horas), sin embargo, al usarlos juntos, la aparicion de bacterias resistentes a ambos
fagos es mas tardia (30 horas). Si bien en el presente estudio no se corrobord la
resistencia de las bacterias reaisladas de las muestras, se debe considerar que la
suspension madre de S.E. fue la misma que se utilizé para contaminar yemas en donde
los fagos lograron reducir significativamente (p < 0,05) el recuento bacteriano, hecho que
descartaria la posibilidad de haber utilizado una suspensién madre con alto porcentaje de

S.E. resistentes a los fagos.

El aumento de los recuentos bacterianos ocurridos en albuminas tratadas con
fagos, no asi en yemas, permite suponer que el factor matriz juega un rol fundamental en
la efectividad de ellos. Se sabe que la albumina, a diferencia de la yema, presenta
proteinas con propiedades antimicrobianas, tales como la cistaina, lisozima, ovoalbimina,
ovomacroglobulina, ovotransferrina y la lactoferrina (Saxena y Tayyab, 1997; Orsi, 2004;
Wesierska et al., 2005; Kang et al., 2006; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie et al.,
2008). La lactoferrina, es capaz de dafiar el lipopolisacarido (LPS) presente en la pared
celular de bacterias Gram (-), disminuyendo con ello su virulencia, pero sin ser letal para
éstas (Orsi, 2004). El LPS es uno de los posibles receptores bacterianos para fagos, por
tanto es factible que al dafiar el LPS de S.E. se altere el receptor de fagos impidiendo con
ello la actividad litica sobre la bacteria. Asi fue demostrado por Kawaura et al., (2000),
quienes sefalan que el bacteriéfago @X174 reconoce el LPS de algunas cepas de E. coli
y S. Typhimurium y que si éste se pierde, la bacteria se hace resistente a dicho fago.
Este fenémeno también fue observado por Santander y Robeson, (2007) quienes
detectaron in vitro la aparicion de cepas de S.E. mutantes resistentes a fagos debido a
cambios en la superficie bacteriana (LPS), especificamente por la pérdida del polisacéarido
O (PS-0), que es utilizado por los fagos para reconocer y adherirse a la bacteria.
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Otro factor que pudo haber contribuido al aumento de los recuentos bacterianos en
albiminas es la escasa o nula colisibn entre fagos y bacterias debido a la baja
concentracion bacteriana tanto en el inéculo inicial (1 log;,, UFC), como al cabo de
24 horas de incubacién a 37 °C (3,07 log,o UFC). Greer, (2005) describe que es necesario
una concentracién inicial minima de células bacterianas para que se produzcan colisiones
con los fagos de manera eficiente, sefialando que se requieren 3 a 5 log,s UFC en
alimentos para que esto ocurra. Por lo general, las investigaciones que evalGan el efecto
de fagos en alimentos utilizan dosis bacterianas que van desde 3 a 8 log,, UFC
(Leverentz et al.,, 2001; Modi et al.,, 2001; Goode et al., 2003; Leverentz et al., 2003;
Bigwood et al., 2008; Guenther et al., 2009; Kocharunchitt et al., 2009). La viscosidad que
presenta la albumina también pudo haber influido en la escasa o nula colision
fago/bacteria, ya que podria otorgar una proteccion fisica a las bacterias ante la accion de
los fagos de manera similar a lo observado por O’Flaherty et al., (2005) en fagoterapias
contra Staphylococcus aureus en leche cruda bovina. Adicionalmente, las colisiones
podrian declinar ain mas si la homogeneizacién de las muestras contaminadas al
momento de la administracion de los fagos no ha sido exhaustiva. En el presente estudio
no se pudo utlizar el equipo triturador y homogeneizador (“Stomacher”) ya que
numerosas bolsas se rompieron con su uso, por ello, se realizé6 homogeneizacion manual,

que evidentemente no es tan eficiente.

En relacién a la efectividad de los fagos de acuerdo a las MOI dosificadas en
albuminas en el protocolo de 24 horas, no hubo diferencias (p > 0,05) entre los tres
grupos (MOI 10° 10* y 10°), mientras que lo esperable era que la MOl mas alta
(10°) originara recuentos bacterianos méas bajos (Goode et al., 2003; Carlton et al., 2005;
Huff et al.,, 2006; Borie et al., 2008a; Bigwood et al., 2009 y Guenther et al., 2009).
A la luz de estos resultados pareciera ser que el equilibrio fagos/bacterias en albiminas
no sigue los parametros tedricos esperados para un alimento, por lo que se requieren mas
estudios para determinar la actividad de los bacteriéfagos en albimina.
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Uno de los objetivos del presente estudio fue determinar si el aumentar el tiempo
efectivo de colisiones entre los fagos y S.E. era un factor que mejorase la efectividad.
Para ello se realizé un estudio con 48 horas de incubacién (protocolo de 48 horas)
determinando incidencia y recuentos bacterianos de igual manera que para el protocolo
de 24 horas. La incidencia de contaminacién en yemas no fue diferente a lo observado a
las 24 horas ya que todos los grupos presentaron un 100% de contaminacion. Al igual que
lo sefialado para las 24 horas, esto se deberia al rdpido crecimiento exponencial de S.E.
producto del alto contenido nutricional que la yema proporciona (Gast y Holt, 2000;
Gast y Holt, 2001; Gurtler y Fehlhaber, 2004; Guan et al., 2006). Es importante destacar
que el recuento promedio de S.E. en el grupo control del protocolo de
48 horas (10,36 log;o UFC) fue levemente superior al grupo control del protocolo de
24 horas (9,81 log;o UFC) a pesar de tener el doble de tiempo de incubacion a 37 °C.
En el caso de las albuminas , a las 48 horas se observé una disminucién (p < 0,05) de
32% en la incidencia de contaminacion del grupo que recibié la MOl mas alta (10°) en
relacién al grupo control de infeccién (100%). En los otros dos grupos (MOl 10° y 10%) no
se observaron diferencias significativas (p > 0,05) con el grupo control. Estos resultados
permiten suponer que en la matriz albdmina es necesario trabajar con elevadas MOI y
también aumentar el tiempo efectivo de colisiones para observar algin efecto sobre la
incidencia de contaminacion, a diferencia de la yema. Es probable que si se aumentara

mas la MOI (> a 10°), el efecto habria sido mejor adn.

La disminucién de la incidencia en albdminas, lograda con la MOl 10°
probablemente se deba a que la matriz no representa un medio altamente nutritivo que
permita a S.E. replicarse (Gast y Holt, 2000, Kang et al., 2006), y por ende, pasado
48 horas la bacteria no lograria mantenerse en nimero (Kang et al., 2006). En efecto, en
este estudio se observo que a las 24 horas en los grupos controles, S.E. en albuminas
aumenta solo 2,07 logi, UFC al contrario de lo que ocurre en yemas que aumenta en
8,81 logyy UFC. A las 48 horas de incubacion en albiminas, el aumento es de
aproximadamente 0,5 log,o UFC (2,07 a 2,55 log;o UFC) mientras que en yemas aumenta
aproximadamente 1 log;o UFC (8,81 a 9,56 log;o UFC). La actividad bactericida de la
albumina (Orsi, 2004; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie et al., 2008) y la accién propia
de los fagos, serian factores adicionales que permiten explicar la disminuciéon de la
contaminacién en esta matriz. Parece interesante destacar que los fagos utilizados en

este estudio logran mantener su titulo y actividad litica luego de 144 horas de incubacién
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en albuminas de huevos SPF (Valencia et al., 2009), lo que permite inferir que en
muestras de albuminas contaminadas con S.E., los fagos permaneceran activos, al

menos, hasta las 48 horas de incubacion.

Para descartar la posibilidad de que el no reaislar S.E. en albuminas fuese debido
a una baja sensibilidad de la técnica empleada (< 10° UFC/mL; Borie 2010%) y no por
efecto de los fagos, todas las muestras negativas fueron sometidas a PCR, no detectando

genoma de S.E. en dichas muestras.

En relacién a la bacteriologia cuantitativa en el protocolo de 48 horas, en yemas
hubo una disminucion (p < 0,05) de los recuentos en los tres grupos tratados
(MOI 10% 10,08 log;, UFC; MOI 10* 10,21 log;; UFC y MOI 10 10,31 log;, UFC) en
comparacion con el grupo control de infeccién (10,56 log;, UFC). Esta reduccion también
se observl a las 24 horas de incubacién demostrando con ello que la mezcla de fagos
mantiene su efectividad al menos hasta 48 horas. A diferencia de lo sucedido en el
protocolo de 24 horas, la disminucion de los recuentos bacterianos fue dosis dependiente,
donde el grupo que recibié la MOI 10 logré una mayor reduccién (p < 0,05), mientras que
lo esperado era que el grupo que recibié una concentracién mas alta de fagos (MOI 10°)
obtuviese recuentos de S.E. mas bajos (Goode et al., 2003; Carlton et al., 2005; Huff
et al., 2006; Borie et al., 2008a; Bigwood et al., 2009 y Guenther et al., 2009).

En albiminas , al aumentar el tiempo de incubacion a 48 horas, los recuentos
bacterianos de los grupos tratados fueron menores (p < 0,05) con las MOI 10°
(2,20 logyy, UFC) y 10° (1,74 logi, UFC) en relacion al control de infeccion
(3,55 logi, UFC), y al grupo tratado con una MOI 10* (3,00 log;, UFC), cuando lo
esperado era que a medida que aumentara la MOI, menores fueran los recuentos (Goode
et al., 2003; Carlton et al., 2005; Huff et al., 2006; Borie et al., 2008a; Bigwood et al., 2009
y Guenther et al., 2009).

2 BORIE, C. 2010 [Comunicacion Personal]. Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias. Laboratorio de Microbiologia Veterinaria.
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Independiente de las dosis de fagos administradas, si se comparan ambos protocolos
de incubacién en yemas, los recuentos bacterianos siempre fueron menores (p < 0,05) en
todos los grupos experimentales a las 24 horas de incubacién, aunque lo esperado era que
los recuentos fuesen mas bajos en el protocolo de incubacion de 48 horas ya que los fagos
tendrian mas tiempo para producir colisiones efectivas con las bacterias. Esto ha sido
sefialado en diversos trabajos que evallan el tiempo de accion de los fagos, concluyendo que
a mayor tiempo de accidon menores recuentos de bacterias (Modi et al., 2001; Leverentz et al.,
2001; Goode et al., 2003; Carlton et al., 2005; Guenther et al., 2009). Pese a lo anterior, se
debe considerar que existe un tiempo efectivo de accién de los fagos, por lo que pasado el
cual, los recuentos bacterianos vuelven a aumentar, lo que coincide con lo sucedido en esta
investigacion (Leverentz et al., 2001; Carlton et al., 2005; O'Flaherty et al., 2005; Guenther
etal., 2009).

Al comparar los recuentos de S.E. en albuminas entre los dos protocolos de
incubacién, tal como se esperaba todos los grupos tratados con fagos e incubados por
48 horas tuvieron recuentos menores (p < 0,05) que los incubados por 24 horas
Es factible que esta diferencia no sélo se deba a que el mayor tiempo de incubacion favorecié
la colision entre fagos y bacterias, sino también a que el medio restrictivo e inhibidor de la
albumina limita el crecimiento de la bacteria (Orsi, 2004; Sellier et al., 2007; Wellman-Labadie
et al., 2008). Si bien es cierto, el efecto de la lactoferrina pudo haber inducido inicialmente la
aparicion de bacterias resistentes por la pérdida de sus receptores (LPS), es factible también
gue los otros inhibidores presentes en la albumina ejercieran una actividad bactericida contra
las bacterias resistentes que no fueron lisadas por los fagos.

Es importante sefialar que, al igual que lo observado por Robeson (2010°), en los
grupos tratados con fagos se aprecio un cambio en la consistencia de las albuminas, que
se tradujeron en una albumina mas liquida, a diferencia de la consistencia normal de las
albuminas de los grupos controles que no recibieron tratamiento. Estudios internacionales
gue utilizan fagos como biocontrol en alimentos no describen cambios fisicos o quimicos
(Leverentz et al.,, 2001; Modi et al.,, 2001; Goode et al., 2003; Leverentz et al., 2003;
Carlton et al., 2005; O'Flaherty et al., 2005; Kim et al., 2007; Abuladze et al., 2008;
Bigwood et al., 2008).

* ROBESON, J. 2010 [Comunicacion Personal]. Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Instituto de
Biologia.

46



De acuerdo a los resultados del reaislamiento y titulacion de fagos informados por
la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso (Robeson, 20104), en todas las muestras,
independiente de la dosis de fagos y del protocolo de incubacion, se lograron detectar
fagos. El grupo que solo recibié fagos presentd un titulo promedio de 5,75 UFP/mL de
albumina y 5,55 UFP/mL de yema a las 24 horas, mientras que en los grupos que
recibieron la bacteria y la terapia, los titulos de fagos fueron mayores a 9,77 UFP/mL,
demostrando asi que los virus se replicaron en su bacteria blanco (Anexo N° 1 a, b, c y d).
En el grupo control de contaminacién, en ambas matrices, no fue posible reaislar el fago,
lo que descarta una posible contaminacién de las muestras procesadas.

Es importante recordar que durante el transcurso de la experiencia, las colonias de
S.E. aisladas desde las muestras tratadas con fagos, presentaron diferencias
macroscoépicas (menor tamafio y menor produccién de acido sulfhidrico), en comparacion
con las colonias aisladas desde los grupos controles de infeccién. Al respecto, O’Flynn
et al., (2004), también observaron que colonias de E. coli presentaron una morfologia
diferente en comparacién con la cepa parental, resultando ser resistentes a una mezcla
de fagos. Dado que en este estudio no se corroboré la presencia de S.E. resistentes,
seria interesante investigar si estos cambios visuales también se traducen en cambios
funcionales como resistencia de la bacteria hacia los fagos o cambios en la patogenicidad,

entre otros.

Finalmente, los resultados generales obtenidos en esta investigacion, permiten
pensar que el biocontrol con fagos liticos podrian ser una herramienta eficaz en el control
de este patdgeno en huevos destinados a consumo humano, sin embargo se requieren

mas estudios que avalen esta posibilidad.

4 ROBESON, J. 2010 [Comunicacion Personal]. Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Instituto de
Biologia.
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CONCLUSIONES

1. Se logra contaminar la totalidad de yemas y alblminas con 10" UFC de S.E. nal' rif".

2. La administracion de una mezcla de tres bacteri6fagos en distintas proporciones
(MOI 103, 10* y 10°) no reduce el porcentaje de contaminacién (incidencia) en yemas ni
albuminas inoculadas con S.E. a las 24 horas de incubacion.

3. La mezcla de tres bacteriéfagos reduce los recuentos de S.E. en yemas contaminadas
e incubadas por 24 horas, independiente de las dosis administradas (MOl 10° 10*y
10°), mientras que en albiminas no se observo tal efecto.

4. La utilizacion de un tiempo de incubaciéon de 48 horas no cambia la incidencia de
contaminacién en las yemas, sin embargo en albuminas la disminuye so6lo cuando se usa

la MOI méas elevada.

5. El aumento del tiempo de incubacién si bien permite la disminucién de los recuentos

bacterianos en yemas y albuminas, es mucho mas evidente en esta Ultima.

6. La aplicacion de esta mezcla de bacteriéfagos produce un cambio en la viscosidad de

la albumina.
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ANEXO N° 1 a) Recuentos de Salmonella Enteritidis (log,, UFC/mL) y Bacteriéfagos (logi,o UFP/mL), en

yemas en grupos controles y tratados con distintas MOI, protocolo de incubacion 24 horas.

GRUPO YEMA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
1 1 8,98 N.D.
1 2 8,94 N.D.
1 3 8,85 N.D.
1 4 8,67 N.D.
1 5 8,90 N.D.
1 6 8,77 N.D.
1 7 8,95 N.D.
1 8 8,81 N.D.
1 9 8,77 N.D.
1 10 8,84 N.D.
1 11 8,83 N.D.
1 12 8,82 N.D.
1 13 8,76 N.D.
1 14 8,78 N.D.
1 15 8,90 N.D.
1 16 8,96 N.D.
1 17 8,77 N.D.
1 18 8,70 N.D.
1 19 8,78 N.D.
1 20 8,69 N.D.
1 21 8,73 N.D.
1 22 8,91 N.D.
1 23 8,59 N.D.
1 24 8,68 N.D.
1 25 8,80 N.D.
2 1 N.D. 5,30
2 2 N.D. 5,30
2 3 N.D. 5,60
2 4 N.D. 5,78
2 5 N.D. 5,78
2 6 N.D. 5,60
2 7 N.D. 5,60
2 8 N.D. 5,60
2 9 N.D. 5,30
2 10 N.D. 5,30
2 11 N.D. 5,30
2 12 N.D. 5,60
2 13 N.D. 5,60
2 14 N.D. 5,60
2 15 N.D. 5,90

N.D.: No detectado.

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 1: s6lo S.E.

Grupo 2: s6lo Bacteriéfagos (106 UFP).
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GRUPO YEMA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3a 1 7,11 10,30
3a 2 7,06 10,60
3a 3 7,20 10,78
3a 4 6,92 10,90
3a 5 7,14 10,00
3a 6 6,95 11,08
3a 7 4,93 11,15
3a 8 6,74 11,20
3a 9 6,81 11,26
3a 10 7,34 11,30
3a 11 6,87 11,34
3a 12 6,92 11,38
3a 13 6,25 11,41
3a 14 6,68 11,45
3a 15 6,14 11,48
3a 16 6,36 11,51
3a 17 6,39 11,53
3a 18 6,27 11,56
3a 19 4,04 11,58
3a 20 5,95 11,60
3a 21 6,30 11,62
3a 22 6,20 11,64
3a 23 6,71 11,66
3a 24 6,57 11,68
3a 25 6,27 11,70
3b 1 7,30 11,97
3b 2 7,20 11,56
3b 3 7,00 12,21
3b 4 6,90 11,63
3b 5 6,97 11,93
3b 6 6,88 11,79
3b 7 6,74 11,85
3b 8 6,78 12,30
3b 9 7,04 11,90
3b 10 6,30 11,23
3b 11 6,74 11,96
3b 12 6,71 11,74
3b 13 0,00 12,17
3b 14 6,50 12,39
3b 15 6,65 12,18
3b 16 6,98 11,91
3b 17 6,77 11,72
3b 18 6,69 12,07
3b 19 6,69 11,85
3b 20 6,36 11,79
3b 21 6,53 11,74
3b 22 6,55 12,11
3b 23 7,50 11,40
3b 24 7,09 11,93
3b 25 6,79 12,04

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3a: MOI 10°,
Grupo 3b: MOI 10%,
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GRUPO YEMA S.E. 109 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3c 1 6,78 11,04
3c 2 6,23 11,34
3c 3 6,30 11,08
3c 4 6,43 11,87
3c 5 6,67 11,75
3c 6 0,00 11,78
3c 7 6,36 11,70
3c 8 5,69 11,00
3c 9 7,04 11,83
3c 10 6,07 11,83
3c 11 6,14 11,30
3c 12 6,49 10,90
3c 13 6,07 11,20
3c 14 6,50 11,63
3c 15 6,47 11,36
3c 16 7,04 11,36
3c 17 6,89 11,75
3c 18 6,23 11,48
3c 19 6,76 11,66
3c 20 6,23 10,95
3c 21 6,88 11,65
3c 22 6,50 11,30
3c 23 7,13 11,62
3c 24 7,11 11,64
3c 25 6,96 11,61

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3c: MOI 10°.
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b) Recuentos de Salmonella Enteritidis (log;o UFC/mL) y Bacteriéfagos (log;o UFP/mL), en albdiminas en grupos
controles y tratados con distintas MOI, protocolo de incubaciéon 24 horas.

GRUPO ALBUMINA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
1 1 1,30 N.D.
1 2 2,38 N.D.
1 3 2,56 N.D.
1 4 2,54 N.D.
1 5 2,54 N.D.
1 6 3,79 N.D.
1 7 1,30 N.D.
1 8 2,57 N.D.
1 9 1,30 N.D.
1 10 0,00 N.D.
1 11 3,39 N.D.
1 12 2,47 N.D.
1 13 2,94 N.D.
1 14 0,00 N.D.
1 15 6,00 N.D.
1 16 0,00 N.D.
1 17 0,00 N.D.
1 18 2,71 N.D.
1 19 2,07 N.D.
1 20 4,41 N.D.
1 21 0,00 N.D.
1 22 0,00 N.D.
1 23 1,90 N.D.
1 24 3,39 N.D.
1 25 2,00 N.D.
2 1 N.D. 5,30
2 2 N.D. 5,90
2 3 N.D. 5,30
2 4 N.D. 6,00
2 5 N.D. 6,70
2 6 N.D. 6,20
2 7 N.D. 5,60
2 8 N.D. 5,90
2 9 N.D. 5,60
2 10 N.D. 5,30
2 11 N.D. 5,60
2 12 N.D. 578
2 13 N.D. 578
2 14 N.D. 6,00
2 15 N.D. 5,30

N.D.: No detectado.

Muestras incontables al recuento, se les asigno arbitrariamente un valor 10.

Grupo 1: s6lo S.E.

Grupo 2: s6lo Bacteriéfagos (106 UFP).
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GRUPO ALBUMINA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3a 1 4,20 10,30
3a 2 3,97 10,60
3a 3 0,00 10,78
3a 4 3,99 10,90
3a 5 2,00 11,00
3a 6 6,41 11,08
3a 7 3,68 11,15
3a 8 2,49 11,20
3a 9 10,00 11,26
3a 10 2,85 11,30
3a 11 6,11 11,34
3a 12 5,70 11,38
3a 13 518 11,41
3a 14 519 11,45
3a 15 2,69 11,48
3a 16 3,19 11,51
3a 17 3,13 11,53
3a 18 3,40 11,56
3a 19 10,00 11,58
3a 20 2,30 11,60
3a 21 3,44 11,62
3a 22 3,30 11,64
3a 23 10,00 11,66
3a 24 516 11,68
3a 25 3,42 11,70
3b 1 3,76 11,48
3b 2 4,56 9,580
3b 3 4,68 10,00
3b 4 3,30 10,90
3b 5 3,20 10,60
3b 6 4,57 10,60
3b 7 4,21 11,58
3b 8 6,01 10,78
3b 9 5,03 10,30
3b 10 4,53 8,300
3b 11 1,30 10,78
3b 12 2,20 10,30
3b 13 4,08 10,78
3b 14 0,00 10,60
3b 15 3,23 10,90
3b 16 2,64 8,300
3b 17 2,07 10,30
3b 18 4,77 10,78
3b 19 2,50 9,510
3b 20 0,00 10,90
3b 21 3,02 9,080
3b 22 4,46 11,15
3b 23 0,00 9,200
3b 24 2,74 10,60
3b 25 3,54 10,90

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3a: MOI 10°.
Grupo 3b: MOI 10*.
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GRUPO ALBUMINA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3c 1 1,30 9,260
3c 2 3,21 10,30
3c 3 2,90 10,90
3c 4 5,38 10,78
3c 5 2,88 11,15
3c 6 4,88 10,30
3c 7 5,38 10,30
3c 8 3,07 10,90
3c 9 2,34 11,15
3c 10 1,30 8,780
3c 11 3,51 11,26
3c 12 1,90 8,300
3c 13 3,57 11,82
3c 14 6,26 11,00
3c 15 4,74 11,15
3c 16 6,30 10,30
3c 17 4,74 9,380
3c 18 4,08 8,300
3c 19 3,24 9,410
3c 20 2,51 9,000
3c 21 3,28 10,30
3c 22 4,94 10,78
3c 23 2,55 9,200
3c 24 2,86 10,30
3c 25 0,00 10,60

Muestras incontables al recuento, se les asigno arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3c: MOl 10°.
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¢) Recuentos de Salmonella Enteritidis (log,o UFC/mL) y Bacteriéfagos (logi;o UFP/mL), en yemas en grupos

controles y tratados con distintas MOI, protocolo de incubacion 48 horas.

GRUPO YEMA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
1 1 9,49 N.D.
1 2 9,48 N.D.
1 3 9,43 N.D.
1 4 9,68 N.D.
1 5 9,34 N.D.
1 6 9,45 N.D.
1 7 9,71 N.D.
1 8 9,26 N.D.
1 9 9,81 N.D.
1 10 9,55 N.D.
1 11 9,50 N.D.
1 12 9,55 N.D.
1 13 9,64 N.D.
1 14 9,53 N.D.
1 15 9,66 N.D.
1 16 9,61 N.D.
1 17 9,62 N.D.
1 18 9,65 N.D.
1 19 9,54 N.D.
1 20 9,51 N.D.
1 21 9,58 N.D.
1 22 9,54 N.D.
1 23 9,65 N.D.
1 24 9,37 N.D.
1 25 9,79 N.D.
3a 1 9,04 11,62
3a 2 8,92 11,83
3a 3 9,35 11,62
3a 4 8,86 11,28
3a 5 8,97 11,41
3a 6 9,03 11,43
3a 7 9,40 11,28
3a 8 9,24 11,30
3a 9 9,25 11,43
3a 10 9,33 11,36
3a 11 9,14 11,76
3a 12 9,02 11,34
3a 13 9,20 11,11
3a 14 9,04 11,18
3a 15 8,90 11,56
3a 16 8,79 11,83
3a 17 8,89 11,74
3a 18 8,92 11,66
3a 19 8,97 11,54
3a 20 8,92 11,60
3a 21 9,35 11,81
3a 22 9,19 11,32
3a 23 9,20 11,62
3a 24 9,10 11,95
3a 25 8,75 12,28

N.D.: No detectado.

Muestras incontables al recuento, se les asigno arbitrariamente un valor 10.

Grupo 1: solo S.E.
Grupo 3a: MOI 10°,
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GRUPO YEMA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3b 1 9,08 11,83
3b 2 8,89 11,74
3b 3 9,27 11,87
3b 4 9,33 11,93
3b 5 9,37 11,85
3b 6 8,81 12,13
3b 7 9,17 12,08
3b 8 9,41 11,72
3b 9 9,38 11,76
3b 10 9,28 11,86
3b 11 9,07 11,91
3b 12 9,34 11,65
3b 13 9,23 11,83
3b 14 9,04 11,86
3b 15 9,20 11,78
3b 16 9,33 11,86
3b 17 9,38 11,36
3b 18 9,08 11,97
3b 19 9,19 11,72
3b 20 9,10 11,88
3b 21 9,26 11,75
3b 22 9,23 11,83
3b 23 9,20 11,96
3b 24 9,25 12,00
3b 25 9,36 11,78
3c 1 9,29 11,61
3c 2 9,28 11,43
3c 3 9,38 11,43
3c 4 9,14 11,60
3c 5 9,05 11,60
3c 6 9,36 11,60
3c 7 9,32 11,82
3c 8 9,49 11,49
3c 9 9,30 11,57
3c 10 9,14 11,63
3c 11 9,27 11,41
3c 12 9,35 11,46
3c 13 9,06 11,59
3c 14 9,27 11,76
3c 15 9,10 11,41
3c 16 9,02 11,63
3c 17 9,51 11,28
3c 18 9,36 11,57
3c 19 9,57 11,57
3c 20 9,35 11,46
3c 21 9,30 11,67
3c 22 9,36 11,43
3c 23 9,64 11,51
3c 24 9,39 11,40
3c 25 9,28 11,48

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3b: MOI 10*.
Grupo 3c: MOI 10°.
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d) Recuentos de Salmonella Enteritidis (log;o UFC/mL) y Bacteriéfagos (log;o UFP/mL), en albiminas en grupos
controles y tratados con distintas MOI, protocolo de incubacion 48 horas.

GRUPO ALBUMINA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
1 1 2,35 N.D.
1 2 4,53 N.D.
1 3 0,00 N.D.
1 4 3,11 N.D.
1 5 2,92 N.D.
1 6 4,41 N.D.
1 7 3,06 N.D.
1 8 2,64 N.D.
1 9 2,22 N.D.
1 10 2,40 N.D.
1 11 2,72 N.D.
1 12 0,00 N.D.
1 13 3,80 N.D.
1 14 3,58 N.D.
1 15 3,44 N.D.
1 16 2,86 N.D.
1 17 3,71 N.D.
1 18 0,00 N.D.
1 19 2,63 N.D.
1 20 2,84 N.D.
1 21 1,92 N.D.
1 22 1,90 N.D.
1 23 2,29 N.D.
1 24 3,80 N.D.
1 25 0,00 N.D.
3a 2 2,70 10,60
3a 3 2,35 10,54
3a 4 0,00 10,95
3a 5 4,26 11,00
3a 6 0,00 10,48
3a 7 3,86 10,48
3a 8 0,00 9,110
3a 9 3,70 10,00
3a 10 0,00 8,900
3a 11 1,92 10,30
3a 12 0,00 11,48
3a 13 0,00 8,600
3a 14 0,00 10,48
3a 15 0,00 10,00
3a 16 2,04 10,30
3a 17 0,00 10,00
3a 18 3,44 10,30
3a 19 0,00 10,00
3a 20 0,00 9,400
3a 21 0,00 10,00
3a 22 1,60 9,710
3a 23 0,00 10,00
3a 24 1,44 10,30
3a 25 1,60 10,00

N.D.: No detectado.

Muestras incontables al recuento, se les asigno arbitrariamente un valor 10.

Grupo 1: s6lo S.E.
Grupo 3a: MOI 10°.
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GRUPO ALBUMINA S.E. log 10 UFC/mL FAGOS log 10 UFP/mL
3b 1 0,00 10,85
3b 2 0,00 10,00
3b 3 0,00 10,48
3b 4 0,00 9,450
3b 5 0,00 8,900
3b 6 0,00 10,00
3b 7 0,00 9,150
3b 8 0,00 9,570
3b 9 4,42 11,73
3b 10 0,00 9,760
3b 11 4,58 11,30
3b 12 0,00 10,30
3b 13 4,50 10,70
3b 14 1,74 10,00
3b 15 4,15 10,00
3b 16 2,22 11,18
3b 17 4,83 10,70
3b 18 1,44 11,15
3b 19 3,61 10,30
3b 20 4,29 11,15
3b 21 3,44 11,11
3b 22 1,44 10,60
3b 23 1,92 10,78
3b 24 3,49 10,90
3b 25 3,86 11,43
3c 1 0,00 10,78
3c 2 3,55 11,96
3c 3 3,66 10,78
3c 4 0,00 10,00
3c 5 0,00 8,300
3c 6 2,79 11,20
3c 7 0,00 8,480
3c 8 2,84 11,49
3c 9 0,00 8,000
3c 10 0,00 8,300
3c 11 0,00 9,540
3c 12 0,00 8,480
3c 13 2,14 10,60
3c 14 1,44 10,30
3c 15 0,00 10,60
3c 16 0,00 8,300
3c 17 2,29 10,85
3c 18 0,00 8,700
3c 19 0,00 10,00
3c 20 0,00 8,480
3c 21 2,04 11,11
3c 22 2,70 11,34
3c 23 0,00 8,600
3c 24 3,00 9,480
3c 25 0,00 8,480

Muestras incontables al recuento, se les asign6 arbitrariamente un valor 10.

Grupo 3b: MOI 10*.
Grupo 3c: MOI 10°.
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