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RESUMEN

Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) continla siendo un enteropatégeno de importancia
en la industria avicola y en salud publica, debido a su condicion zoonética. Pese a los esfuerzos
realizados en ambos sectores para su control, la bacteria continla generando brotes de
salmonelosis en la poblacion humana, asociados principalmente al consumo de huevos
inadecuadamente preparados. Debido a la limitada eficacia de las medidas de control
actualmente aplicadas, el uso de bacteriéfagos liticos muestra un potencial uso como medida
de biocontrol de S. Enteritidis en la industria avicola. No obstante, a pesar de los exitosos
resultados obtenidos tras su aplicacion en pollos broiler y pollas de reposicién, su uso aun no ha

sido evaluado en aves de postura adultas.

El objetivo de este trabajo fue determinar la eficacia de una terapia preventiva con
bacteriéfagos, para el control de la colonizacién intestinal de S. Enteritidis, en gallinas de

postura experimentalmente infectadas.

Para esto, gallinas Hy—Line Brown de 22 semanas de edad libres de Salmonella, fueron
tratadas durante 3 dias seguidos con una mezcla de 3 bacteriéfagos liticos, a una dosis de 10™
UFP/cada fago/ave y, un dia después de la ultima dosis de bacteri6fagos, fueron desafiadas
con S. Enteritidis nal’ rif' (2,4 x 10® UFC/dosis/ave). Ademas, se consideré un grupo control de
infeccion, el cual sélo recibid la cepa desafio. Diez dias post infeccion bacteriana, las aves
fueron sacrificadas, obteniéndose muestras individuales de ambos ciegos, las cuales fueron
sometidas a bacteriologia cualitativa y cuantitativa (recuento bacteriano). Adicionalmente, los
huevos ovipuestos durante la experiencia por el grupo control de infeccién y el grupo sometido a
fagoterapia, fueron recolectados y procesados para detectar la presencia de S. Enteritidis

(bacteriologia cualitativa).

Los resultados de la bacteriologia cualitativa de ciegos fueron iguales entre el grupo
tratado con bacteriéfagos y el grupo control de infeccién, lograndose en ambos una incidencia
de infeccion cecal del 96,67%. Por otra parte, los recuentos bacterianos a nivel cecal fueron
menores en el grupo que recibié la fagoterapia (2,402 log,o UFC/Qg), respecto al grupo control de
infeccion (2,978 log,c UFC/g), pero no se hallaron diferencias significativas entre estos
resultados (p = 0,0961).



Durante la experiencia, no fue posible el aislamiento de S. Enteritidis en los huevos
frescos recolectados de los grupos experimentales. No obstante, se logré su aislamiento a partir
de una muestra de huevos internos (presentes en el oviducto al momento de la eutanasia) del
grupo control de infeccion. Adicionalmente, el porcentaje de postura gallina/dia, promediado
durante los 10 dias post infeccion, fue estadisticamente menor en el grupo control de infeccion,

respecto al grupo de aves que recibid la fagoterapia (p = 0,0054).

Los resultados del presente estudio demuestran que, bajo el modelo experimental
utilizado, los bacteriéfagos no fueron capaces de reducir en forma significativa la colonizacion
cecal de S. Enteritidis en gallinas de postura. Sin embargo, dado los buenos resultados
obtenidos a nivel nacional e internacional en aves jovenes, seria importante investigar los
posibles factores que determinaron la falta de efectividad del tratamiento en aves adultas, con el
objetivo de mejorar los resultados de la fagoterapia en este modelo animal. De este modo, en la
medida que la fagoterapia en aves adultas sea perfeccionada, podria proyectarse como una

herramienta adicional para el control de la salmonelosis en la industria avicola.



SUMMARY

Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) remains as an important enteropathogen in poultry
industry and public health, due to its zoonotic condition. Despite efforts in both areas for its
control, the bacteria continues to generate outbreaks of salmonellosis in human population,
mainly associated with consumption of improperly prepared eggs. Due to the limited
effectiveness of control measures currently being implemented, lytic bacteriophages show a
potential use as biocontrol of S. Enteritidis in the poultry industry. However, despite the
successful results after implementation in broilers and replacement pullets, has not been

evaluated in laying hens.

The aim of this study was to determine the effectiveness of prophylactic therapy with
bacteriophages to control intestinal colonization by S. Enteritidis in experimentally infected laying

hens.

For this, 22 weeks old Hy-Line Brown hens free of Salmonella were treated for 3
followed days by a mixture of 3 Iytic bacteriophages, at a dose of 10** PFU/each phage/hen and
one day after last bacteriophages dose, were challenged with S. Enteritidis nal' rif (2.4 x 10°
CFU/dose/hen). Furthermore, it was considered an infection control group, which only received
the challenge strain. On day 10 postchallenge, hens were euthanatized, obtaining individual
samples of both ceca, which were subjected to qualitative and cuantitative bacteriology
(bacterial count). In addition, eggs laid during experience by infection control group and group
receiving phage therapy, were collected and processed to detect the presence of S. Enteritidis

(qualitative bacteriology).

Results of cecal qualitative bacteriology were similar between group treated with
bacteriophages and infection control group, resulting in both a cecal infection incidence of
96.67%. Furthermore, cecal bacterial counts were lower in the group receiving phage therapy
(2.402 logyo CFU/g), respect infection control group (2.978 log,s CFU/g), but not significant
differences were found between these results (p = 0.0961).

Xi



During the experiment, was not possible to isolate S. Enteritidis in freshly eggs collected
from experimental groups. However, its isolation was achieved from a sample of internal eggs
(present in oviduct at time of euthanasia) from infection control group. Additionally, percentage
hen—-day egg production, averaged over 10 days postchallenge, was statistically lower in

infection control group, respect hens receiving phage therapy group (p = 0.0054).

Results of this study showed that, under experimental model used, bacteriphages were
not able to significantly reduce S. Enteritidis cecal colonization in laying hens. However, given
good national and international results in chickens, would be important to investigate possible
factors determining the lack of effectiveness of therapy in adult birds, with objetive to improve
the results of phage therapy in this animal model. Thus, according as phage therapy in adult
birds be improved, could be projected as an additional tool for control of salmonellosis in poultry
industry.

Xii



INTRODUCCION

Los brotes de gastroenteritis humana producidos por Salmonella Enteritidis se han
incrementado draméticamente en los Ultimos afios a nivel mundial. El mismo patron
epidemioldgico ha sido observado en Chile, donde este enteropatégeno ha perdido su caracter
esporadico para adquirir una connotacién endémica. Estos cambios epidemiol6gicos han sido
asociados, entre otros factores, al consumo de productos avicolas inadecuadamente
preparados, donde los huevos juegan un rol fundamental.

Para enfrentar este problema, la industria avicola ha implementado diversas estrategias
de control, incluyendo el uso de vacunas, probiéticos y antimicrobianos. No obstante, pese a las
medidas actualmente aplicadas, la enfermedad aun estad presente en los seres humanos e,
incluso, la situacion actual se ve preocupantemente agravada por el surgimiento de cepas
bacterianas resistentes a los antimicrobianos de eleccién. En respuesta a esta situacion, los
investigadores nuevamente estan enfocando sus investigaciones en el uso de bacteriéfagos
liticos. Estos virus se caracterizan por atacar en forma especifica determinadas especies y
cepas bacterianas, siendo inocuos para las células eucariotas. Ademas son altamente ubicuos,

y su obtencién y multiplicacion in vitro es técnicamente facil y econémica.

Como parte del ciclo litico, los bacteri6fagos se unen especificamente a receptores de
superficie de la bacteria hospedera e inyectan su material genético. Posteriormente, el material
genético inyectado es multiplicado y traducido, a través de la bateria enzimatica bacteriana,
para producir nueva descendencia fagica. Finalmente, el ciclo termina con la destruccion de la

bacteria y la consecuente liberacién de la progenie fagica al medio.

Diversos autores han comprobado la efectividad de la fagoterapia en el control de
diversas bacterias patdégenas, tales como Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes y Salmonella spp., utilizando variados modelos animales. Asi mismo, valiosos

aportes han sido desarrollados en la industria de los alimentos.

En el caso de Salmonella Enteritidis, diversos estudios realizados a nivel nacional e
internacional han demostrado la eficacia de los bacteri6fagos, al disminuir la incidencia de

infeccion y los recuentos bacterianos, a nivel cecal y sistémico, en pollos broiler y pollas de



reposicion. Sin embargo, hasta la fecha no han sido publicados estudios que confirmen los
efectos benéficos de la fagoterapia en gallinas de postura, las cuales juegan un rol esencial en

la epidemiologia de la salmonelosis humana.

El presente estudio pretende determinar la efectividad de una fagoterapia preventiva en
gallinas de postura infectadas experimentalmente con Salmonella Enteritidis, con énfasis en el
control de la colonizacién bacteriana a nivel cecal. Con los resultados obtenidos, se espera

contribuir a las medidas de control ya existentes contra este enteropatdégeno a nivel nacional.



REVISION BIBLIOGRAFICA

l. ANTECEDENTES GENERALES

El género Salmonella es representativo de la familia Enterobacteriaceae y cuenta con
s6lo dos especies, Salmonella bongori y Salmonella enterica; esta Ultima se divide en seis
subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Para fines practicos de
diagnéstico y epidemiologia, la nomenclatura actual se basa en los nombres de los serotipos de
la subespecie; de este modo, Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis, es
denominada Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) (Tindall, 2005).

Salmonella es un bacilo Gram negativo, no esporulado, anaerobio facultativo y que se
comporta como patodgeno intracelular facultativo. Presenta tres tipos de antigenos (somatico O,
flagelar H y capsular Vi) cuyas propiedades de aglutinacion se emplean para diferenciar a mas
de 2.500 serotipos, aumentando cada afo la lista de Kauffmann—-White (Popoff et al., 2003).
Para la realizacion de estudios méas detallados de taxonomia y patogenia, los serotipos pueden
subdividirse mediante el establecimiento de biotipos y fagotipos. El biotipo es la variacién
bioquimica entre organismos del mismo serotipo, mientras que el fagotipo expresa la diferente

susceptibilidad de cepas del mismo serotipo a la lisis por bacteriéfagos (Ward et al., 1987).

Las salmonelas de mayor importancia médica pertenecen a las subespecies enterica y
arizonae, aunque los serotipos de la subespecie enterica causan el 99% de las salmonelosis en
humanos y animales superiores (Uzzau et al, 2000). Los diversos serotipos tienen diferentes
grados de adaptacion y patogenicidad para los seres humanos y las especies animales. La
fiebre tifoidea, asociada mayoritariamente a Salmonella Typhi (S. Typhi) y en menor grado a los
serotipos de Salmonella Paratyphi (S. Paratyphi) A, B o C, es una enfermedad sistémica
prolongada del hombre con bacteremias ciclicas, que sin intervencion se prolonga durante
cuatro semanas, usualmente sin mayores complicaciones (Fica et al., 2001).

Asi mismo, existen serotipos altamente adaptados a hospederos animales, como
Salmonella Gallinarum (aves de corral) y Salmonella Abortus—ovis (ovinos), causantes de la
tifoidea aviar y de abortos infecciosos en las ovejas, respectivamente, pero sélo ocasionalmente

producen infecciones leves o asintomaticas en seres humanos. Existen, sin embargo, serotipos



como Salmonella Choleraesuis que causa enfermedad severa en su principal portador, el cerdo,
pero también puede causar enfermedad sistémica grave en el hombre. Los serotipos
Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) y Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) infectan tanto
a humanos como a animales, pero en éstos, principalmente en pollos, producen infecciones

asintomaticas (Uzzau et al., 2000).

Durante la segunda mitad del siglo XX ocurrieron dos cambios importantes en la
epidemiologia de la salmonelosis en el mundo; en primer lugar, el surgimiento de infecciones
humanas provocadas por el consumo de alimentos contaminados con S. Enteritidis y, en
segundo lugar, la aparicion de cepas de S. Typhimurium con resistencia mdltiple a antibiéticos
(Velge et al., 2005).

Los factores responsables del incremento en el nUmero de infecciones por S. Enteritidis
en las aves no han sido completamente dilucidados, entre otras causas, porque es dificil
detectar la infeccién en pollos aparentemente sanos. Se ha comprobado que S. Enteritidis
causa infecciones sin signos clinicos aparentes en una amplia gama de especies animales, en
las que no se han identificado brotes agudos con mortalidad (Ward et al., 1987). S. Enteritidis
coloniza el tracto intestinal de las aves, invade los tejidos internos, provoca una respuesta
inmune humoral y celular especifica, y se deposita en el interior de los huevos, no existiendo
evidencia clara de enfermedad clinica asociada con su infeccion (Gast y Beard, 1993).

I. EPIDEMIOLOGIA

Salmonella spp. se encuentra ampliamente distribuida en el medio ambiente debido a su
caracter entérico, lo que le permite alcanzar todos los sitios susceptibles a contaminacion fecal,
tales como suelos y aguas, donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo (WHO, 2000).
Estas bacterias pueden resistir la deshidratacion durante un tiempo muy prolongado, tanto en
las heces como en alimentos para consumo humano o animal. Del mismo modo, pueden
sobrevivir varios meses en salmuera con 20% de sal, sobretodo en productos con un elevado
contenido de proteinas y grasas, como algunos embutidos, resistiendo también el ahumado
(Achay Szyfres, 2001).



Las enfermedades causadas por los serotipos de Salmonella enterica son especialmente
prevalentes en areas en desarrollo, tales como el sureste de Asia, Africa y Sudamérica. Los
serotipos tificos (S. Typhi y S. Paratyphi) causan 16 millones de casos estimados y 600.000
muertes alrededor del mundo cada afio, asociadas principalmente a pacientes que no reciben
tratamiento antimicrobiano adecuado (WHO, 2000). Se adquieren a través de agua o alimentos
contaminados, con un periodo de incubacién de 11 dias aproximadamente. Su reservorio
natural es el hombre, que contamina el ambiente por la excrecion intermitente de las bacterias

desde la vesicula biliar, siendo los portadores generalmente asintomaticos (Fica et al., 2001).

S. Enteritidis es un patégeno entérico que provoca un cuadro de enterocolitis con
diarrea, fiebre y dolor abdominal, como su principal manifestacién clinica. Esta enfermedad
tiene un corto periodo de incubacién que no supera los 3 dias y que generalmente se expresa
en menos de 24 horas. Su duracién es autolimitada, alcanzando en promedio 8 dias. La
infeccion por S. Enteritidis no tiene un perfil hospitalario, ya que rara vez se acomparfa de
complicaciones potencialmente letales, siendo basicamente una causa de diarrea de manejo

ambulatorio (Fica et al., 2001).

El Centro de Prevencién y Control de Enfermedades (CDC) ha calculado que las
infecciones por Salmonella spp. causan 1,4 millones de enfermos, 15.000 hospitalizaciones y
400 muertes cada afio en Estados Unidos, siendo S. Enteritidis el serotipo mas prevalente. Al
respecto, las investigaciones epidemioldgicas han implicado al consumo de huevos o alimentos
preparados con éstos como los responsables del 80% de los brotes causados por S. Enteritidis
en Estados Unidos, entre los afios 1985 y 1999 (Gast, 2007).

En Chile, las infecciones por S. Enteritidis aparecieron dramaticamente en 1994 en el
norte del pais con cifras aproximadas a un 3.000% de aumento sobre los casos esporadicos
registrados histéricamente. Esta epidemia se extendié progresivamente hacia el resto del pais,
abarcando mas del 80% de los Servicios de Salud en 1998 (Fica et al., 2001). Asi, durante el
afio 2000, se presentaron en el pais 974 casos confirmados de salmonelosis humana a partir de
muestras clinicas, de los cuales 402 fueron atribuidos a S. Enteritidis (Figueroa, 2007).
Actualmente, las infecciones por S. Enteritidis son endémicas en nuestro pais y han

reemplazado a S. Typhi como el serotipo de Salmonella spp. mas prevalente en el ambiente



clinico (Fica et al., 2001). Estudios epidemiolédgicos de los brotes en Chile también han asociado

al huevo y sus derivados como las principales fuentes de infeccién (Prado et al., 2002).

De acuerdo a De Buck et al. (2004c), la proporcién de huevos contaminados ovipuestos
en un lote de gallinas naturalmente infectadas con Salmonella spp. varia considerablemente,
siendo en la mayoria de los estudios menor al 0,03%; por otro lado, en gallinas infectadas en

forma experimental, el porcentaje de huevos contaminados varia desde 0 hasta un 27,5%.

En la Regién Metropolitana, Alexandre et al. (2000) estudiaron la presencia de
Salmonella spp. en muestras de huevos, carnes y menudencias de ave de venta libre, donde se
detectd positividad en 1 yema de 1.081 huevos muestreados (0,09%) y el serotipo Enteritidis se
detect6 en 108 de 1.524 muestras de carne y menudencias de ave (7,08%). A pesar de que la
carne de ave aparece contaminada con una mayor frecuencia que las muestras de huevo, tiene
menor importancia epidemiolégica debido al control microbiolégico que ejerce el calor en su
preparacion. En contraste, la frecuencia de contaminacion observada para los huevos podria
aparecer de baja magnitud; sin embargo, el gran consumo per capita de este producto a nivel
nacional, estimado para el 2008 en 175 unidades/habitante/afio (Covacevic y Esnaola, 2008),
que con una frecuencia desconocida no incluye una coccion adecuada, indica una gran
exposicion en la poblacion. Adicionalmente, cabe destacar que solo basta la presencia de un
huevo contaminado para comprometer una preparacion alimenticia completa; esto determina la
fuerte asociacion entre la infeccion y banquetes, en los que mayonesa o0 huevos parcialmente
cocidos han sido servidos luego de permanecer varias horas sin refrigeracién desde su

preparacion, facilitando la replicacion bacteriana (Fica et al., 2001).

Durante el periodo 2000-2006, se produjo un aumento constante en los casos de
salmonelosis humana confirmados a partir de muestras clinicas. Segun datos del Instituto de
Salud Publica (ISP), durante el afio 2006 se presentaron en Chile 2.219 casos confirmados de
salmonelosis, de los cuales 1.177 (53,04%) correspondieron al serotipo Enteritidis, mostrando

casi un 300% de aumento en los casos respecto al afio 2000 (Figueroa, 2007).

La vigilancia epidemiolégica realizada por la Secretaria Regional Ministerial (SEREMI)
Metropolitana de Salud Ambiental durante el periodo 2001-2006, revelé una constante

disminucion de Salmonella spp. en las toxiinfecciones estudiadas desde el 2001 (10 brotes



confirmados) hasta el 2004 (0 brotes confirmados), produciéndose un gran alza el 2005 (19
brotes confirmados) y luego volviendo a disminuir el afio 2006 (8 brotes confirmados). Durante
este periodo, S. Enteritidis concentrd el 70% de los serotipos de Salmonella aislados a partir de
los alimentos analizados por casos de gastroenteritis. Ademas, al analizar la distribucion por
meses de los alimentos positivos a Salmonella spp. provenientes de toxiinfecciones, se observa
gue éstos se concentran en los meses de mayor temperatura y disminuyen en los meses de
invierno, confirmando que la temperatura es un factor importante frente al nUmero de casos de
toxiinfecciones por Salmonella spp., al producir la multiplicacién exponencial de la bacteria y

hacer més facil su paso al organismo humano (Figueroa, 2007).

. PATOGENIA

La infeccién natural de las aves por Salmonella ocurre principalmente por via oral y la
bacteria coloniza el tracto intestinal, con el ciego como sitio primario (Ricke, 2003). Antes de
invadir cualquier tipo de célula, la bacteria debe encontrar y adherirse a uno o mas tipos
celulares del tejido intestinal. Algunos mecanismos de adhesién pueden involucrar varios tipos
de fimbrias, cuatro de las cuales estan definidas genéticamente: fimbria tipo 1, fimbria
codificada por plasmidios, fimbria polar larga y fimbria agregativa delgada. La presencia de por
lo menos estos cuatro sistemas fimbriales, sugiere que la adhesion a superficies celulares y no
celulares puede ser un paso critico en la supervivencia de Salmonella en el medio ambiente, ya

gue ésta responde a factores del medio como pH y osmolaridad (Darwin y Miller, 1999).

Salmonella debe traspasar barreras e interactuar con las células del hospedero en sitios
especificos durante el curso de la infeccion. Después de su ingestion, la bacteria resiste el
ambiente acido estomacal y coloniza el intestino delgado, penetra las células epiteliales y migra
a la lamina propia de la region ileocecal, donde se multiplica en las placas de Peyer, induciendo
hiperplasia e hipertrofia reticuloendotelial. Se estimulan células inflamatorias y en el caso de la

enteritis la infeccidn se limita al tracto gastrointestinal (Sanchez y Cardona, 2003).

Salmonella establece un estrecho contacto con el borde en cepillo de las células
epiteliales intestinales. Ademas, las células M, debido a la ausencia del borde en cepillo y
glicocdlix, representan una puerta de entrada ideal para las enterobacterias. Salmonella invade

las células del hospedero por un mecanismo conocido como “trigger” (disparo); la bacteria se



acerca y envia sefiales a las células epiteliales, con lo que las microvellosidades circundantes
empiezan a degenerarse con elongacion, edema y crecimiento en un proceso llamado “ruffling”
(rizado) (Figueroa y Verdugo, 2005). Aqui, los efectores interactian con las proteinas de la
célula hospedera para reestructurar el citoesqueleto de actina e inducir cambios morfoldgicos
gue finalmente causan que estas células, normalmente no fagociticas, fagociten la bacteria en

un proceso llamado invasion (Sanchez y Cardona, 2003).

Una caracteristica esencial de la patogenicidad de Salmonella es su habilidad para
engafiar a la célula hospedera en una interaccién bioquimica denominada de dos vias o
conversacion cruzada, la cual conduce a la respuesta tanto de la bacteria como de la célula
hospedera. Salmonella responde a la presencia de la célula hospedera por activacién de un
sistema especializado de secrecion de proteinas llamado tipo Il o dependiente de contacto, el
cual le permite secretar e inyectar proteinas de patogenicidad al citosol de la célula hospedera.
Las proteinas inyectadas frecuentemente reensamblan factores eucariéticos que funcionan
como sefiales de transduccién y son capaces de interferir con las vias de sefializacion de la
célula. En el caso de Salmonella, la redireccion de las sefales de transduccion celular resulta
en la reorganizacion del citoesqueleto de la célula hospedera, estableciendo nichos
subcelulares para la colonizacion bacteriana y facilitando una estrategia de comunicacion
altamente adaptada con la célula hospedera (Darwin y Miller, 1999).

Salmonella es la Unica bacteria descrita que contiene dos sistemas de secrecion tipo lll
(SSTII; estos son maquinarias de translocacion proteica, que permiten a las proteinas de
patogenicidad bacterianas ser liberadas directamente en el citosol de las células eucariotas. Los
dos SSTIII de Salmonella son codificados en dos distintos grupos de genes, llamados islas de
patogenicidad 1y 2 (SPI1 y SPI2), los cuales juegan papeles diferentes durante la patogénesis:
SPI1 es requerida para la penetracion inicial a la mucosa intestinal, mientras que SPI2 es

necesaria para los estados subsecuentes de la infeccidn sistémica (Darwin y Miller, 1999).

La SP1 es requerida para el ingreso de Salmonella a la célula hospedera, y se divide en
dos grupos de genes que codifican la maquinaria de secrecion para invadir la mucosa: inv—spa
y prg-org; estos genes codifican varias proteinas involucradas en las modificaciones del
citoesqueleto, tales como SipA, SopE, SopE2 y SopB (Darwin y Miller, 1999; Figueroa y
Verdugo, 2005). El SSTIII dirige la exportacion de varias proteinas como ATPasas, proteinas



reguladoras y estructurales, formadoras de canales, lipoproteinas, moléculas efectoras para las
células hospederas y chaperonas, entre otras. Algunas de estas proteinas ensamblan
transitoriamente una estructura apendicular llamada invasoma, mientras que otras son
translocadas a la célula hospedera, donde activan o interfieren con las vias de transduccion de
sefales conduciendo a una variedad de respuestas, dependiendo del tipo celular infectado. En
las células no fagociticas, Salmonella induce profundas reestructuraciones del citoesqueleto y
“ruffling” de membrana, el cual es acompafiado por macropinocitosis que finalmente conduce a
la fagocitosis de la bacteria. Por el contrario, en los macréfagos induce efectos citotoxicos,
caracterizados por una rapida inhibicién del “ruffling” de membrana y la macropinocitosis,
seguido por la induccion de muerte celular apoptética (Van der Velden et al., 2000).

Los mecanismos de patogenicidad mediante los cuales Salmonella induce diarrea y
septicemia no han sido descritos alun en forma detallada, aunque parece ser un fenémeno
complejo que involucra diversos factores de virulencia. Al respecto, se ha demostrado la
presencia de una enterotoxina en S. Typhimurium y S. Typhi, similar a la enterotoxina de Vibrio
cholerae y a la toxina termolabil de Escherichia coli; no obstante, ya que ésta es producida en
bajos niveles por las cepas de Salmonella, su rol en la patogénesis de la enfermedad ha sido
cuestionado. Se cree que la invasion facilitaria la liberaciéon de la toxina al interior de la célula
hospedera, donde alcanzaria su blanco intracelular: la enzima adenilato ciclasa. La enterotoxina
de Salmonella gatilla una respuesta secretoria asociada a un incremento en los niveles de AMP
ciclico (AMPc) y Prostaglandina E, (Sears y Kaper, 1996). Aln cuando los niveles de AMPc se
encuentran elevados en las células epiteliales infectadas, también es posible hallar niveles
elevados de AMPc en la ldmina propia del intestino infectado, asociados con la liberacion de
proteinas efectoras o con la estimulacion de la adenilato ciclasa por prostaglandinas producidas

durante la respuesta inflamatoria (Zhang et al., 2003).

Actualmente se sabe que la proteina efectora SopB/SigD tiene actividad de inositol
fosfato fosfatasa, por lo que genera una gran cantidad de fosfolipidos de inositol e inositol
fosfato que participan en las vias de sefalizacidén y en los cambios del citoesqueleto; ademas,
esta proteina se encuentra involucrada en la secrecion de fluidos al extracelular, al estimular la
secrecion de cloro. Salmonella induce la migracion de neutréfilos y macréfagos, y asi la
liberacién de citoquinas proinflamatorias como IL8, GM—CSF, TNFa e IFNy, que reclutan células

fagociticas y estadn involucradas en el proceso diarreico; también se reconoce un factor



guimioatrayente, aun no caracterizado, conocido como PEEC (“pathogen—elicited epithelial
chemoattractant”). La respuesta inflamatoria también conlleva a la liberacién de
prostaglandinas, incremento de la permeabilidad vascular, estimula la produccion de AMPc y la
secrecion activa de sodio, cloro y liquidos que, en combinacion con la pérdida de integridad de

la mucosa intestinal, produce diarrea en el caso de la enteritis (Figueroa y Verdugo, 2005).

V. INFECCION DE LOS HUEVOS

La contaminacién de los huevos por S. Enteritidis puede ser causada por la penetracion
a través de la cascara desde las heces contaminadas, después o durante la oviposicion, o bien
por contaminacion directa de la yema, albumina, membranas de la cascara o cascara antes de

la oviposicion, debido a la colonizacién de los 6rganos reproductivos (De Buck et al., 2004c).

IV.1. Contaminacién superficial y penetracion atra  vés de la cdscara

Un amplio rango de serotipos ha sido recuperado desde la cascara de los huevos,
incluyendo S. Enteritidis, lo que representa una amenaza potencial a la salud publica, al igual

gue la contaminacién del contenido de los huevos (De Louvois, 1993).

La contaminacion superficial del huevo puede ser consecuencia de la infeccion del tracto
reproductivo bajo o de contaminacioén fecal, siendo esta Ultima poco frecuente, ya que durante
la oviposicidén se produce la eversion de la vagina a través del tracto alimentario en aves sanas;
ademas, la extension del revestimiento cloacal crea una hendidura en el tracto alimentario,
reduciendo la oportunidad de contaminacion fecal de la cascara (De Buck et al., 2004c). El
modo més probable de contaminacién natural es el enfriamiento hiimedo de los huevos recién
ovipuestos, desde la temperatura corporal de la gallina a la temperatura ambiental, en presencia
de contaminacion fecal sobre la superficie de la cascara (Cox et al., 2000). Sin embargo, la
contaminacioén fecal podria tomar lugar en el medio ambiente inmediatamente después de la
oviposicidn, a través de los poros o trizaduras en la cascara (De Buck et al., 2004c¢). La gallina
transporta elementos del suelo y heces al interior del nido, materiales que contienen diversos
microorganismos incluyendo Salmonella spp. Asi mismo, los huevos ovipuestos sobre la

humedad, nidos sucios o sobre el suelo, presentan una mayor contaminacion superficial (Cox et
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al., 2000). De este modo, los protocolos higiénicos aplicados en los galpones de aves y durante

la manipulacién de los huevos, se convierten en un factor critico (De Buck et al., 2004c).

No obstante, cabe destacar que el espectro de serotipos de Salmonella aislados desde
la superficie del huevo no siempre coinciden con los aislados en su contenido, siendo estos
ultimos casi exclusivamente Enteritidis (De Buck et al., 2004c). Por otra parte, Gast et al. (2005),
no hallaron correlacién entre la duracién de la eliminacién fecal de Salmonella y la frecuencia de

contaminacion de huevos.

Parece existir una significativa variabilidad en la penetracién de Salmonella a través de
la cdscara entre distintos huevos. La calidad de la cdscara (Sauter y Petersen, 1974), presencia
de cuticula (Board y Halls, 1973), pH (Sauter et al., 1977), nimero de poros, (Walden et al.,
1956), humedad (Gregory, 1948), temperatura y presion de vapor (Graves y Maclaury, 1962)

son algunos de los factores que podrian afectar este parametro.

La cuticula es la primera defensa contra la penetracion bacteriana, no obstante, los
primeros minutos tras la oviposicion estd himeda e inmadura, siendo menos efectiva para

prevenir la penetracion bacteriana a través de la cascara (Padron, 1990; Miyamoto et al., 1998).

También se ha descrito que el enfriamiento natural de los huevos recién ovipuestos
puede favorecer la penetracion bacteriana a través de los poros. Fromm (1959) demostré que,
cuando el huevo es ovipuesto en un ambiente mas frio que la temperatura interna del ave, este
desarrolla una presién negativa. Padron (1990) indicé que, con una temperatura ambiental de
24 °C, los huevos alcanzan esta temperatura dentro de 90 minutos, ocurriendo la mayor
disminucion de temperatura (3,5 °C) dentro de 10 minutos post oviposicion. Sin embargo, se
desconoce si este diferencial de temperatura seria suficiente para producir una presion negativa

gue lleve a la penetracién bacteriana a través de los poros libres de cuticula.

Padron (1990) demostr6 la penetracién de S. Typhimurium a través de la cascara de
huevos incubables, provenientes de reproductoras de 35 semanas de edad. Los huevos fueron
expuestos durante 10 minutos, por medio de aspersion (2,5 x 10° células/mL) en su parte mas
ancha o por contacto directo con cama de nido contaminada (17 x 10° células/g). Los huevos
fueron posteriormente desinfectados e incubados bajo condiciones normales durante 19 dias.
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Luego de este periodo, las membranas corioalantoideas y los sacos vitelinos fueron cultivados
en caldo infusién cerebro—corazén. El aislamiento de la bacteria a partir de las membranas
corioalantoideas y sacos vitelinos, respectivamente, fueron: 100 y 83% para el grupo aspersion,
y 59y 29% para grupo contacto. Estos resultados muestran que, aunque la humedad aumenté
la penetracion de S. Typhimurium a través de la cascara, su presencia no es indispensable para
gue ésta ocurra, pudiendo suceder si los huevos toman contacto con superficies contaminadas.
Ademads, se demostré que la penetracidén bacteriana puede ocurrir tan rapidamente, que ni la
recoleccion frecuente ni la rapida sanitizacion de los huevos previene completamente la
contaminacién. Por lo tanto, para la obtencién de huevos incubables libres de Salmonella,

deberia ponerse especial atencion en el manejo y sanitizacion de los nidos.

Barrow y Lovell (1991) desafiaron gallinas con 10° UFC/dosis/ave de S. Enteritidis
fagotipo 4 (PT4), por via oral, logrando su reaislamiento en el 6% de los huevos enteros
(cascaras y contenido), pero sélo en el 0,3% cuando muestrearon sélo el contenido. Cabe
destacar que en el 30% de las gallinas la bacteria logré colonizar el ovario, por lo cual, en base
a la escasa cantidad de huevos contaminados internamente, los autores concluyeron que la
contaminacion seria principalmente resultado de la deposicion de la bacteria sobre la cascara.

Las membranas de la cascara (interna y externa) ofrecen cierto grado de proteccion
contra la penetracion bacteriana, pero a pesar de este efecto protectivo varios estudios han
demostrado una rapida y profunda penetracion por parte de varias bacterias, incluyendo
Salmonella (Cox et al., 2000). Himathongkham et al. (1999) infectaron huevos mediante
inmersion por 5 segundos en un cultivo con 10° UFC/mL de S. Enteritidis, siendo
posteriormente incubados por 3 horas a 20 C; tras la incubacién, se logré aislar la bacteria en
el 85% de las membranas de la cascara. Asi mismo, Williams et al. (1968) demostraron que la
penetracion de la cuticula y la cascara por Salmonella ocurre casi inmediatamente en algunos

huevos (6 minutos luego de la exposicidn de la ciscara), alcanzando las membranas.
IV.2. Contaminacién asociada al tracto reproductivo
La mayoria de los investigadores coinciden en que la contaminacion interna del huevo

ocurre mayoritariamente como consecuencia de la infeccion sistémica de la gallina y la

consiguiente colonizacion del ovario y el oviducto. Ademas, han observado la capacidad de
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S. Enteritidis para adaptarse a los tejidos reproductivos, ya que una serie de pasajes in vivo en
aves adultas y el posterior reaislamiento de la bacteria desde estos tejidos, resulta en una
mayor eficacia del patégeno para contaminar los huevos (Gast et al., 2003a). No obstante, cabe
destacar que la habilidad de las distintas cepas de S. Enteritidis para invadir 6rganos como el
higado y el bazo, aunque indica una infeccion sistémica que podria alcanzar también a los
organos reproductivos, no siempre se correlaciona con la contaminacién interna de los huevos
(Gast y Beard, 1992b). Es mas, la presencia de este patdgeno en los tejidos reproductivos no
es suficiente para garantizar la contaminacién de los huevos a una alta frecuencia. Una
caracteristica comun en la mayoria de los estudios de infeccién experimental ha sido la baja
incidencia de contaminacién de los huevos, aun cuando las aves han recibido altas dosis orales
de S. Enteritidis (Keller et al., 1995; Gast y Holt, 2001; Gast et al., 2002).

La mayoria de los autores identifican a la albimina como el compartimiento mas
frecuentemente contaminado por S. Enteritidis (Gast y Beard, 1990b; Shivaprasad et al., 1990;
Humphrey et al., 1991; Gast y Beard, 1993), aunque estudios mas recientes han detectado una

mayor incidencia de infeccién en la yema (Gast y Holt, 2000; Gast et al., 2002).

La contaminacion de la yema seria resultado de la infeccidon ovérica, mientras que la
contaminacion de la albimina se llevaria a cabo durante el pasaje y formacién del huevo en el
oviducto. Ambos 6rganos reproductivos pueden ser infectados en forma independiente, al
mismo tiempo o uno antes que el otro (De Buck et al., 2004c). Por otra parte, la cascara y sus
membranas son producidas en el tracto reproductivo bajo, sitio que también puede ser
colonizado por S. Enteritidis durante el desarrollo del huevo; al respecto, algunos estudios han
mostrado a estos compartimentos como los sitios mas frecuentemente infectados por la bacteria
(Miyamoto et al., 1997; Okamura et al., 2001). Incluso, la localizacién sobre la superficie interna
de la cdscara pone a la bacteria en una posicién favorable, ya que la membrana interna retiene

los factores antimicrobianos de la albamina dentro del huevo (De Buck et al., 2004c).

La infeccion sistémica de S. Enteritidis en gallinas de postura puede llevar a la
colonizacién del ovario y/o el oviducto. Infecciones experimentales por via oral han permitido el
aislamiento de la bacteria desde las capas celulares circundantes a la yema en los foliculos
preovulatorios, lo cual sugiere que las capas celulares de la granulosa de los foliculos podrian

ser un sitio de colonizacion, preferido por cepas invasivas de S. Enteritidis para la infeccién del
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ovario (Thiagarajan et al., 1994). Por otra parte, la bacteria podria llegar por via sanguinea a la
membrana basal de las células de la teca, desde donde podria penetrarla y alcanzar la yema,
después de invadir las células de la granulosa o migrando entre ellas, y atravesar la capa
perivitelina, ya que la bacteria mostré ser capaz de penetrar la membrana vitelina y multiplicarse

en la yema, tras ser depositada experimentalmente sobre yemas intactas (Gast y Holt, 2001).

La infeccién intravaginal tiende a ascender solo a la parte baja del oviducto, pero puede
causar la contaminacion de los huevos en formacion, tomando ésta lugar en el istmo, Utero,
vagina o cloaca, pero muy raramente en zonas altas del oviducto o los ovarios (Miyamoto et al.,
1997; Okamura et al., 2001). Actualmente, esta ampliamente aceptado que, antes de la
oviposicién, los huevos en formacidén pueden sufrir infeccion descendente desde los tejidos
ovaricos, infeccion ascendente desde la vagina y cloaca, e infeccion lateral desde los tejidos

superiores del oviducto (Keller et al., 1995).

La colonizacion del oviducto se ha logrado tras la infeccion experimental por via oral,
intravenosa, intravaginal, intracloacal y aspersién (Miyamoto et al., 1997; Gast et al., 2002). En
todos estos estudios se obtuvieron huevos contaminados con S. Enteritidis, aunque existen
contradicciones sobre la influencia de la via de exposicion en la frecuencia de contaminacion de

los huevos.

Ademas, los diferentes segmentos del oviducto podrian diferir en su susceptibilidad a la
invasion y colonizacion de S. Enteritidis. La mayoria de los estudios apuntan hacia el istmo
como la porcion mas frecuente y fuertemente contaminada, indicando esto que la bacteria se ha
adaptado mejor a éste segmento del oviducto aviar (Keller et al., 1995; Okamura et al., 2001,
De Buck et al., 2004a).

Existe escasa informacion sobre los mecanismos de colonizacién de Salmonella en el
oviducto de las gallinas de postura. Varios estudios han investigado el rol de la fimbria tipo 1 en
la interaccion de S. Enteritidis con el oviducto, destacando su papel en la adhesion a la
superficie epitelial, asi como también a las secreciones de las glandulas del istmo, las que
constituyen las membranas de la cdscara; estas Ultimas, por lo tanto, podrian ser las vias de
entrada de S. Enteritidis al huevo (De Buck et al., 2004b). Por otra parte, se ha observado una

asociacion del serovar Enteritidis con las células glandulares tubulares del oviducto, tanto en
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infecciones naturales como experimentales; esta infeccion no sélo implica la colonizacion del
lumen glandular, sino también la presencia de la bacteria a nivel intracelular (Keller et al., 1995;
De Buck et al., 2004a). S. Enteritidis ha sido identificada por estudios inmunohistoquimicos no
s6lo en la superficie y dentro del epitelio mucoso, sino también mas profundamente en las
células del estroma del oviducto de codornices japonesas post inoculacion intraperitoneal
(Takata et al., 2003).

Keller et al. (1995) observaron una mayor tasa de contaminacién en los huevos en
formacién, al compararlos con los huevos ovipuestos. Esto sugiere una mayor colonizacién de
los huevos durante su desarrollo, disminuyendo posteriormente debido a factores presentes en
el interior del huevo, tales como anticuerpos, enzimas antibacterianas, proteinas secuestradoras
de fierro e inhibidores de proteasas bacterianas, controlando al patégeno incluso antes que el
huevo sea ovipuesto.

Las gallinas ponen huevos contaminados en forma intermitente, posiblemente debido a
la reaparicion ocasional de la bacteria desde los tejidos infectados hacia el lumen del oviducto
(Keller et al., 1995). La salida de la bacteria al lumen podria ser inducida por estrés, variaciones
hormonales y fluctuaciones en la proteccién inmunoldégica, entre otros factores; de igual manera
se ha demostrado que el estrés inducido en la pelecha forzada causa una mayor eliminacién
fecal de S. Enteritidis (Holt, 1993; Holt y Gast, 2002; Holt, 2003; Moore y Holt, 2006).

Hasta la fecha, no estéa claro por qué S. Enteritidis es el serotipo predominante asociado
con gallinas de postura y con huevos, aunque varias hipétesis han sido formuladas. Una
explicacion posible es que S. Enteritidis tendria un mayor tropismo y afinidad por los 6rganos
reproductivos de la gallina respecto a otros serovares (Okamura et al., 2001). Por otra parte, los
serovares de Salmonella spp. menos agresivos en el tracto reproductivo podrian tener una
ventaja sobre otros mas agresivos para lograr contaminar los huevos, al no causar lesiones
patoldgicas groseras y, por lo tanto, no afectar la capacidad reproductiva del ave; de este modo,
S. Enteritidis seria la causa de la pandemia humana de salmonelosis asociada a los alimentos,
en parte, por tener la capacidad Unica de contaminar los huevos sin causar enfermedad

aparente en las aves afectadas (Hassan y Curtiss, 1997; Guard—Petter, 2001).
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Otra causa posible para la asociacion entre los huevos y S. Enteritidis, seria la presencia
de factores de virulencia en este serovar que aumenten sus posibilidades para alcanzar el
ovario o el oviducto durante el curso de la infeccion; gracias a esto, es posible que S. Enteritidis
prolongue la fase bacterémica de la infeccidn, o quizd cause septicemia en repetidas ocasiones
a causa de la propagacion desde los 6rganos colonizados, tales como el bazo, hacia los
organos reproductivos, tal como se ha descrito para S. Pullorum (Wigley et al., 2001). De forma
aun mas probable, S. Enteritidis posee un complejo Unico de factores de virulencia relacionados
con la contaminacién del huevo, o posee una regulacion unica de los mecanismos de virulencia
conocidos. Al respecto, se han realizado varias sugerencias sobre la expresion de la fimbria tipo
1 (De Buck et al., 2004b) o la composicion del lipopolisacéarido (LPS); en relacién a este dltimo,
la presencia de LPS de alto peso molecular (HMM-LPS) ha sido correlacionado con la
contaminacion de los huevos, aunque no se conoce si este HMM-LPS interactia directamente
con el tejido reproductivo o los huevos en formacion (Guard—Petter, 2001). Por otra parte, Lu et
al. (2003) sugirieron el rol de un gen de la bacteria sobre la reparacion del DNA bacteriano
dafiado por los factores antimicrobianos de la albimina y, por tanto, la ventaja de S. Enteritidis

para sobrevivir en los huevos.

Ademads, las distintas cepas de S. Enteritidis pueden diferir considerablemente en su
capacidad para contaminar huevos. Ciertos atributos fenotipicos, tales como la produccién de
HMM-LPS y el crecimiento a altas densidades celulares, especialmente cuando ambos
atributos son expresados conjuntamente por diferentes subpoblaciones bacterianas, se han
vinculado con la contaminacion de huevos por cepas de S. Enteritidis (Guard—Petter, 2001).

V. MEDIDAS APLICADAS PARA EL CONTROL DE S. Enteritidis EN AVICULTURA

Para el control de S. Enteritidis, la industria avicola ha considerado distintas estrategias,
entre ellas: uso de vacunas atenuadas e inactivadas, control de la colonizacion gastrointestinal
(prebidticos y probidticos), medidas de bioseguridad y antimicrobianos (Gast, 2007).

V.1. Vacunas

La respuesta inmune de los lotes de aves reduce la duracion y la severidad de las

infecciones por Salmonella y ayuda a prevenir la reinfeccién. Esta respuesta es la base de los
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esfuerzos realizados para proteger a las aves contra la infeccion mediante la vacunacion y la
deteccién seroldgica de los lotes positivos. Infecciones experimentales en pollos han logrado
producir altas tasas de anticuerpos dentro de una semana post inoculacién, y la positividad
seroldgica puede persistir por todo un afio (Skov et al., 2002). Aunque ha sido menos estudiada,
la inmunidad celular también puede ser observada en las aves infectadas con Salmonella. Los
heterdfilos de los pollos y pavos son fuertemente fagociticos y bactericidas contra Salmonella, y
pueden restringir la invasion sistémica durante los primeros estados de la infeccion (Kogut et al.,
1994). Asi mismo, se ha correlacionado la disminucion en el aislamiento de S. Enteritidis desde
los tejidos reproductivos de gallinas ponedoras, con la proliferacion de linfocitos T y B. También
se han registrado diferencias entre distintas lineas genéticas de pollos infectados con
S. Enteritidis, en la frecuencia de eliminacion fecal, invasion sistémica y contaminacién de los
huevos, donde los mecanismos inmunes innatos y adaptativos han sido propuestos para

explicar estas diferencias de susceptibilidad a Salmonella (Withanage et al., 2003).

Las distintas vacunas aplicadas contra Salmonella han demostrado una significativa
proteccion, sin embargo, ninguna ha sido consistentemente habil para prevenir la infecciéon en
forma completa, especialmente contra altas dosis bacterianas (Gast, 2007). La vacunacién con
cepas inactivadas y atenuadas tiene una larga historia de aplicacion, para la reduccion de la
susceptibilidad de los lotes de aves a las infecciones por Salmonella y, por lo tanto, proteger a
los consumidores humanos contra la transmision alimentaria de la enfermedad. La vacunacion
de lotes de aves ponedoras se ha asociado a una menor frecuencia de contaminacion de los
huevos, aun cuando el ambiente de las aves permanece contaminado con Salmonella (Davies y
Breslin, 2004).

Una limitacion de las vacunas muertas es su incapacidad para reproducir efectivamente
una respuesta inmune celular protectiva, quiza debido a los efectos deletéreos sobre los
antigenos protectivos durante los tratamientos de inactivacién. Una proteccion de alta eficacia y
duracion ha sido a menudo atribuida a vacunas vivas contra Salmonella, posiblemente como
resultado de la mayor persistencia en la presentacién de antigenos relevantes al sistema

inmune del hospedero (Gast, 2007).

La emergencia de S. Enteritidis como un problema mayor en salud publica en las dltimas

dos décadas, ha estimulado un renovado interés en el uso de vacunas muertas en los lotes de
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aves. Bacterinas con adyuvantes, administradas por via subcutanea o intramuscular, han sido
asociadas con una significativa reduccidon en el aislamiento de S. Enteritidis desde heces,
tejidos internos y huevos de gallinas oralmente expuestas a la bacteria, y a menor mortalidad,

lesiones y signos clinicos después de una exposicion intravenosa (Gast et al., 1992a).

Un obstéculo en el desarrollo de vacunas contra Salmonella es la variedad de serotipos
y cepas existentes. Ya que la vacunacion depende fuertemente de antigenos especificos, es
imperativo que los futuros estudios sean disefiados a fin de encontrar algin grado de proteccion

cruzada entre las diferentes salmonelas de importancia epidemiolégica (Boyle et al., 2007).

V.2. Control de la colonizacién gastrointestinal

La habilidad de la microflora bacteriana del tracto gastrointestinal para inhibir la
colonizacién de patdgenos entéricos, tales como Salmonella, ha sido aplicada para el desarrollo
de un diverso grupo de tratamientos, descritos colectivamente como “control de la colonizacion
gastrointestinal”. Estos tratamientos involucran la administracion de cultivos bacterianos,
definidos o indefinidos, para disminuir la colonizacién gastrointestinal de organismos patégenos,
y son denominados genéricamente como probidticos. EI mecanismo por el cual estos cultivos
ejercen su efecto protectivo es a menudo caracterizado como exclusion competitiva (EC).
Ademas, también se han aprovechado manipulaciones no microbianas de la bioquimica
gastrointestinal para lograr el control de la colonizacién bacteriana (Gast, 2007).

El contenido intestinal de aves maduras y cultivos anaerobios indefinidos derivados de
este material, han sido utilizados para proveer proteccion contra la colonizacién gastrointestinal
y la subsiguiente invasion hacia tejidos internos por Salmonella en pollos y pavos, asi también
llevando a eventuales reducciones en la frecuencia de contaminacion de las carcasas. Aunque
la mayoria de los productos o tratamientos efectivos de EC han sido derivados de materiales
indefinidos, presentes en la flora intestinal madura de aves adultas, las mezclas definidas de
microorganismos también han sido extensamente investigadas. Dentro de las ventajas
atribuidas al tratamiento con cultivos definidos de EC, se incluyen una mayor consistencia en
los resultados obtenidos y una mayor garantia de seguridad, respecto a las mezclas que
contienen surtidos inespecificos de microorganismos (Gast, 2007).
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Los esfuerzos para determinar cual constituyente especifico de las mezclas bacterianas
es responsable de la proteccién observada contra la colonizacién gastrointestinal de agentes
patégenos, ha identificado una variedad de candidatos, incluyendo Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Escherichia coli (E. coli), Bacillus subtilis y Streptococcus cristatus (Gast,
2007). Miyamoto et al. (2000) evaluaron la presencia de Lactobacillus en la cloaca y vagina de
gallinas ponedoras y su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de S. Enteritidis in vitro. La
evaluacion de 40 gallinas ponedoras arrojé un recuento promedio total de Lactobacillus en la
cloaca y vagina de 5,5 y 2,5 log,o UFC/g, respectivamente. En el ensayo de inhibicion in vitro,
todas las cepas de Lactobacillus aisladas desde el contenido cloacal y mucus vaginal de las
aves en estudio inhibieron el crecimiento de S. Enteritidis. Estos resultados sugieren que los
lactobacilos presentes en la cloaca y vagina de las gallinas, al igual que en el tracto digestivo,

pueden tener un efecto protectivo en estos sectores contra la colonizacion de S. Enteritidis.

La capacidad de los cultivos de EC para controlar la colonizaciéon de patégenos, puede
ser debida a la interferencia directa en la unioén de las bacterias patégenas al epitelio intestinal
y, en forma indirecta, a la inhibicién de su crecimiento, debido a la disminucion del pH intestinal
asociada al incremento en los niveles de &cidos grasos volatiles no disociados, competencia por
los nutrientes disponibles y producciéon de bacteriocinas con propiedades antimicrobianas
(Rosales, 2005).

Varios aditivos alimenticios, conocidos genéricamente como prebiéticos, han sido
evaluados por su capacidad de modificar la bioquimica intestinal, debido a la inhibicion de la
colonizacién patégena y al apoyar el crecimiento de la microflora protectiva. La adicién de
carbohidratos complejos (tales como lactosa, manosa y fructooligosacéaridos) al alimento o al
agua de bebida, ha mostrado reducir la colonizaciéon de Salmonella a nivel del buche e intestino
de pollos. La suplementacién alimenticia con acido férmico, propioénico o caproico, clorato, acido
lactico o sucrosa, también ha brindado proteccién contra la colonizacion de Salmonella a nivel
del buche (Hinton et al., 2002; Byrd et al., 2003; Gast, 2007).

V.3. Medidas de bioseguridad

La mayoria de los factores de riesgo identificados en la infeccion de los lotes de aves

con Salmonella, asi como sus respectivas practicas de reduccion, son relativamente serotipo—
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independientes. Ademas, algunas de estas préacticas también son aplicables para reducir el
riesgo de infeccién de otros potenciales patdgenos; asi, varias recomendaciones especificas
para el control de S. Enteritidis, son comunes en casi todos los programas de control de
Salmonella spp. actualmente aplicados (Gast, 2007):

1. Las aves y los huevos incubables deben ser obtenidos sélo desde planteles reproductores
libres de Salmonella.

2. Los huevos incubables deben ser apropiadamente desinfectados e incubados bajo estrictas
condiciones de higiene.

3. Los planteles deben ser profundamente limpiados y desinfectados entre los distintos lotes
de aves, utilizando productos y procedimientos certificados.

4. Deben incorporarse medidas de control de vectores biolégicos y mecanicos, tales como
roedores y artropodos, al disefio y manejo de los planteles, las cuales deben ser
monitoreadas y registradas periddicamente.

5. Debe restringirse en forma rigurosa el movimiento de personas y equipos, entre los diversos
locales de un plantel y entre planteles avicolas.

El alimento debe ser peletizado o no contener proteinas de origen animal.

El agua debe provenir desde fuentes tratadas, para garantizar su pureza microbiolégica.

La principal ventaja de las practicas de reduccién de riesgo es que se dirigen a las reales
causas de la infeccion de los lotes de aves por Salmonella, en vez de limitarse a identificar lotes
infectados o hacerlos menos susceptibles a la infeccion. En este contexto, la reduccién de

riesgos es mas proactiva y menos reactiva respecto a las otras opciones de control disponibles.

La mayor deficiencia de este enfoque es que ofrece efectos a largo plazo para el control
de Salmonella y, por lo tanto, no ofrece respuestas rapidas frente a problemas serios con
consecuencias a corto plazo en salud publica. Ademas, la implementaciéon de mejoras
importantes en las medidas de bioseguridad probablemente sean de alto costo y dificiles de
mantener en el tiempo. Todo esto, hace necesaria la busqueda de soluciones costo—efectivas

para prevenir la infeccién de Salmonella en los planteles avicolas (Atterbury, 2006).
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V.4. Antimicrobianos

El sector avicola por mucho tiempo ha recurrido al uso de antimicrobianos para prevenir
las infecciones bacterianas y promover el crecimiento de las aves, practica que ha sido
severamente criticada, ya que puede aumentar los problemas en salud publica por el

incremento de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos (Ruiz et al., 2006).

Una de las drogas antimicrobianas mas efectivas para el control de Salmonella es el
Enrofloxacino, antibiético relativamente nuevo perteneciente a la familia de las fluoroquinolonas.
No obstante su eficacia, en muchos paises se ha encontrado una alta proporcion de cepas de
Salmonella spp. con resistencia mdltiple a los antibioticos, incluyendo el Enrofloxacino y otros
antimicrobianos similares (Ruiz et al., 2006).

Al respecto, San Martin et al. (2005) aislaron 94 cepas de Salmonella a partir de 30
planteles avicolas de la zona central de Chile (pollos broiler y aves de postura), obteniendo 39
cepas resistentes a antimicrobianos de las familias de las quinolonas y fluoroquinolonas
(Flumequina, Acido Nalidixico y Acido Oxolinico), siendo S. Heilderberg y S. Enteritidis los

serotipos mayormente aislados.

Bricefio et al. (2007) estudiaron patrones de resistencia y multirresistencia en un total de
146 cepas de Salmonella spp. aisladas desde una planta procesadora de aves de consumo en
el estado de Zulia, Venezuela, a partir de muestras animales y ambientales. Los resultados
revelaron alta resistencia para Acido Nalidixico (73,3%), Nitrofurantoina (60,2%), Tetraciclinas
(56,2%), Oxitetraciclinas (54,8%), Trimetoprim (54,1%) y menor resistencia a Enrofloxacino
(6.2%), Ciprofloxacino (2,7%), Neomicina (2,0%) y Cloranfenicol (2,5%). Ademas, se encontrd
un elevado porcentaje de multirresistencia (65,0%), siendo los méas notorios para Acido
Nalidixico—Nitrofurantoina—Tetraciclinas—Trimetoprim (42,1%), Acido Nalidixico—Nitrofurantoina—

Trimetoprim (26,3%) y Acido Nalidixico—Nitrofurantoina—Tetraciclinas (10,5%).

La utilizaciéon de las estrategias mencionadas, en forma individual o en asociacion, no
han logrado el éxito esperado y, por lo tanto, el control y prevencion de Salmonella actualmente
enfrenta grandes desafios. Sumado a lo anterior, la emergencia de cepas resistentes a los
agentes antimicrobianos disponibles ha llegado a ser un alarmante problema de la medicina
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moderna, lo que ha llevado al desarrollo de métodos alternativos para enfrentar las infecciones
bacterianas. Al respecto, los investigadores han vuelto a interesarse en el uso de bacteriéfagos,
descubiertos y utilizados previo al desarrollo de los antimicrobianos (Sulakvelidze et al., 2001).

VI. BACTERIOFAGOS

VI.1. Generalidades

Los bacteriéfagos son virus que invaden células procariotas y producen su lisis, siendo
ésta la base de su aplicacion para el biocontrol de patégenos bacterianos. Su descubrimiento
ha sido objeto de variadas controversias, aungque actualmente se acepta que sus caracteristicas
fueron independientemente descritas por Frederick Twort en 1915 y Félix d'Herelle en 1917
(Summers, 2001).

Los bacteri6fagos son altamente ubicuos, ocupando todos los ecosistemas donde las
bacterias logran desarrollarse con éxito, siendo aislados desde ambientes acuaticos
superficiales y profundos, suelos, cavidad oral, sangre e intestino de animales y seres humanos
sanos (Sulakvelidze et al., 2001); estimaciones de frecuencia indican que por cada célula
bacteriana existen aproximadamente diez particulas fagicas. Algunos bacteriéfagos son
altamente especificos, atacando sélo determinadas cepas bacterianas, mientras que otros son
bastante amplios en su rango de hospederos (Skurnik y Strauch, 2006).

La taxonomia de estos virus se basa en caracteristicas morfolégicas, como forma y
tamafo, y moleculares, como las caracteristicas de sus 4cidos nucleicos. Al menos 4.950 fagos
(96%) poseen cola, constituyendo el orden Caudovirales, y las tres familias Siphoviridae,
Myoviridae y Podoviridae; los fagos poliédricos, flamentosos y pleomérficos constituyen menos
del 4% de estos virus (Dabrowska et al., 2005). Sus &cidos nucleicos pueden ser DNA o RNA,

de hebra simple o doble, siendo en la mayoria DNA de hebra doble (Skurnik y Strauch, 2006).

En ambientes fluidos, como caldos de cultivo o sangre, la mezcla y difusion de los fagos
es relativamente expedita. En contraste, la viscosidad del contenido intestinal ha mostrado
reducir la probabilidad de colisiones entre bacterias y bacteriéfagos, por lo cual seria necesario
utilizar concentraciones mas altas de fagos respecto a las bacterias para lograr una fagoterapia
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oral eficaz. Adicionalmente, el gran niUmero de bacterias presentes en ciertos segmentos del
tracto intestinal podria no s6lo ser una barrera mecéanica para la difusion de los bacteriofagos,

ya que algunas de ellas podrian exhibir uniones inespecificas con los fagos (Joerger, 2003).

Los bacteriéfagos son generalmente muy estables y sobreviven relativamente bien
diversas condiciones de almacenamiento, incluso cuando son adsorbidos a particulas sélidas.
Por ejemplo, un titulo inicial de bacteri6fagos contra Salmonella de 10° unidades formadoras de
placas liticas (UFP)/g, mezclados con alimento peletizado para aves, disminuy6 en sélo 2 log,

UFP/g cuando el alimento fue almacenado por mas de 14 dias a 37 C (Sklar y Joerger, 2001).

Se ha demostrado que los bacteriéfagos no logran sobrevivir a pH 2,0 y su namero
disminuye entre pH 3,0 y 7,0. No obstante, la sensibilidad de cada fago a rangos bajos de pH
depende de cada especie. Aunque algunos bacteri6fagos han demostrado ser relativamente
resistentes in vivo e in vitro al pH &cido, para otros la neutralizacién del pH gastrico acido seria

esencial para su sobrevivencia luego de ser administrados por via oral (Dabrowska et al., 2005).

Por otra parte, el sistema inmune del hospedero también responde a la presencia de
bacteriéfagos y bacterias en el organismo, logrando reducir sus titulos. Levin y Bull (2004)
sugirieron que la fagoterapia s6lo necesita disminuir el niUmero de bacterias a un nivel donde las
defensas del propio hospedero puedan ocuparse de las bacterias restantes. Ellos también
indicaron que es dificil comprender el por qué algunos fagos que replican bien en una bacteria
blanco, fallan cuando son usados en forma terapéutica. La comprensién de estos fendbmenos

requiere una apreciacion cuantitativa de las dinamicas del ciclo fagico, especialmente in vivo.

Sobre los mecanismos moleculares de infeccién, los bacteriéfagos pueden seguir
destinos diferentes. Los “bacteriéfagos liticos” siguen el ciclo infectivo litico, donde se
multiplican en la célula bacteriana y alteran su metabolismo, produciendo la lisis al final del
ciclo, para liberar las particulas fagicas formadas. Por otra parte, los “bacteriéfagos lisogénicos
o templados” utilizan la via lisogénica, donde el genoma fagico se integra y replica como parte
del genoma hospedero, permaneciendo en estado de latencia por extensos periodos de tiempo;
si la bacteria hospedera encuentra condiciones ambientales adversas, el profago puede
activarse y retomar el ciclo litico, al final del cual las particulas fagicas recién formadas son
liberadas tras la lisis bacteriana (Skurnik y Strauch, 2006).
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Las siguientes fases pueden ser distinguidas en el desarrollo de un ciclo fagico litico
(Skurnik y Strauch, 2006):

1. Adsorcion del bacteriéfago sobre la célula bacteriana a través de receptores especificos.
Para este propdsito, los fagos pueden valerse de capsulas bacterianas, diferentes partes del
LPS, flagelos, fimbrias y algunas otras proteinas de superficie.

Inyeccion del genoma fagico al interior de la bacteria hospedera.

Expresidn de genes fagicos tempranos y sintesis de proteinas tempranas, involucradas en
la intervencion de los sistemas enziméticos bacterianos y la replicacion del genoma fagico.
Replicacion del genoma fagico.

Expresidn de proteinas fagicas tardias, involucradas en la formacién de nuevas particulas
virales y en la lisis de la bacteria hospedera.

Ensamblaje de las cabezas y colas fagicas, y compactacion del genoma viral.

Lisis de la bacteria hospedera y liberacién de la nueva progenie fagica.

La habilidad de los bacteri6fagos para destruir las bacterias al final del ciclo litico, es la
base tedrica para su utilizacibn como agentes terapéuticos en modelos animales y como
biocontroladores en la industria alimenticia. Su empleo en estos ambitos se apoya también en

un conjunto de ventajas ofrecidas, entre las cuales se incluyen (Sulakvelidze et al., 2001):

1. Elevada especificidad de hospedero, disminuyendo las probabilidades de generar disbiosis,
es decir, desbalances de la microflora bacteriana normal.

2. Replicacion en el sitio de infeccion, lo que permite su presencia en los momentos mas
necesarios de la infeccion.

3. Inocuidad clinica en organismos mayores. Los bacteriéfagos han sido administrados por via
oral, rectal, dérmica, aerosol y parenteral (intramuscular, intravenosa e intraperitoneal), tanto
en animales como seres humanos, sin registrarse efectos nocivos en ellos. Cabe destacar
gue los efectos secundarios descritos durante los primeros afios de investigacién, fueron
debidos a la presencia de contaminantes y endotoxinas bacterianas, producto de las
insuficientes técnicas de purificacion de las suspensiones fagicas.

4. Escasas posibilidades de generar resistencia bacteriana, situacion que puede ser reducida
aln mas con la aplicacién de varios fagos (“cocktail”) en forma simultanea.

5. Su seleccién y multiplicacién son procesos relativamente sencillos, rapidos y de bajo costo.
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VI.2. Uso de bacteriéfagos en la industria de alime  ntos

Los bacteriéfagos han sido aislados desde una gran variedad de alimentos y procesos
asociados, incluyendo la fermentacion de pepinos, fermentacion de salame, hojas de lechuga,
cangrejos refrigerados y congelados, carne de vacuno y de cerdo, ostras, mejillones, setas,
tartas, masa de galletas y pan, pollo y pavo crudos y asados, leche, queso, yogurt y mantequilla

(Hudson et al., 2005; Hagens y Loessner, 2007).

La presencia de bacteriéfagos en los alimentos ha sido ampliamente estudiada como
indicadora de patdégenos bacterianos, ya que revelan que la bacteria hospedera estd también
presente o lo estuvo pero ha sido inactivada durante el procesamiento. Asi, por ejemplo, la
presencia de “colifagos” (cuyo hospedero es E. coli) podria ser indeseable en algunos
alimentos, pero no inesperada en otros como la carne cruda. Por esta razén, se ha propuesto el

uso de los fagos como indicadores de calidad higiénica en los alimentos (Hudson et al., 2005).

Los bacteri6éfagos también han sido estudiados por su rol biocontrolador contra diversos
patégenos causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs), tales como
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) (Leverentz et al., 2003), Campylobacter spp.
(Atterbury et al., 2003; Bigwood et al., 2008), E. coli (O’Flynn et al., 2004) y Salmonella spp.
(Leverentz et al., 2001; Modi et al., 2001; Whichard et al., 2003; Fiorentin et al., 2005a; Higgins

et al., 2005), en alimentos de origen vegetal y animal.

Tal vez el camino méas ldgico para el empleo de bacteri6fagos como agentes
biocontroladores es su aplicacién directa sobre los alimentos. Ya que algunos alimentos son
distribuidos bajo condiciones de refrigeracion y la mayoria de los patdgenos alimentarios no se
desarrollan bajo estas condiciones, es importante determinar si los fagos pueden destruir a sus
hospederos en alimentos refrigerados (aproximadamente a 4 °C). Otras consideraciones
relacionadas a la relacion fago—hospedero incluyen el efecto de la presencia de organismos no
hospederos, la influencia del pH y otras propiedades fisicoquimicas de los alimentos, actividad
sobre un substrato sélido o “biofilm", la emergencia de bacterias mutantes resistentes y el
numero relativo de fagos y hospederos requeridos para permitir la replicacion (Hudson et al.,
2005).
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Atterbury et al. (2003) evaluaron el efecto del bacteri6fago ®2 contra Campylobacter
jejuni (C. jejuni) en piel de pollo, a temperatura de refrigeracién y congelacion. Para esto,
secciones de piel de 2 cm? fueron inoculadas con 10° UFC/dosis de C. jejuni y 10" UFP/dosis
del fago, siendo posteriormente incubadas a 4 y —20 °C. Una hora post inoculacién, el recuento
promedio inicial de C. jejuni fue de 5,4 log;, UFC/seccién en ambos ensayos. Diez dias post
inoculacion, las muestras incubadas a 4 °C mostraron una significativa reduccién en el recuento
bacteriano promedio, alcanzando 5,1 log;o UFC/seccién. Ademas, a —20 °C las reducciones

fueron aun mayores, alcanzando un recuento promedio de 4,2 log,o UFC/seccién.

Recientemente, Bigwood et al. (2008) aplicaron bacteriéfagos contra C. jejuni a una
multiplicidad de infeccion (MOI: relacion numérica entre bacteriéfagos y bacterias inoculados)
baja (10" UFP) o alta (10® UFP), en carne de vacuno experimentalmente contaminada a
concentraciones bacterianas bajas (menores a 10° UFC/cm® o altas (10° UFC/cm?),
incubéandola posteriormente a 5 y 24 °C. La disminucion de los recuentos bacterianos fue
variable, dependiendo de las condiciones de incubacion y preparacion de la carne, lograndose
reducciones de 2—3 log;o UFC/cm? a 5 T y mayores a 5,9 log 10 UFC/cm? a 24 .

Leverentz et al. (2003) demostraron el efecto biocontrolador de bacteriéfagos especificos
contra L. monocytogenes sobre cortes frescos de melén y manzana. Luego de 7 dias post
infeccion, la poblacion de L. monocytogenes disminuy6 en 2,0-4,6 log;o UFC/muestra en los
cortes de meldn, mientras que en las rebanadas de manzana la reduccion fue menor a 0,4 logio
UFC/muestra. Ademas, al combinar la fagoterapia con nisina (bacteriocina antimicrobiana
utilizada como aditivo alimenticio), se logré reducir la poblaciéon de L. monocytogenes sobre 5,7
logip UFC/muestra en los cortes de melon y sobre 2,3 log;o UFC/muestra en los rebanadas de
manzana. Ademas, los titulos de los fagos se mantuvieron estables sobre los cortes de meldn,

mientras que disminuyeron rapidamente a niveles indetectables en las rebanadas de manzana.

Recientemente, Guenther et al. (2009) evaluaron 2 bacteriéfagos de amplio espectro de
hospedero para el biocontrol de L. monocytogenes, sobre una amplia gama de alimentos de
consumo directo frecuentemente asociados a esta bacteria. Los alimentos fueron infectados con
L. monocytogenes (dosis de 10° UFC/g) y luego tratados con bacteriéfagos (dosis de 3 x 10° a
3 x 10% UFP/g), siendo posteriormente almacenados a 6 T por 6 dias. En alimentos liquidos
(tales como leche chocolateada y salmuera de queso Mozzarella) los recuentos bacterianos
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disminuyeron rapidamente a niveles indetectables. Asi mismo, en alimentos soélidos (tales como
“hot dogs”, rebanadas de pavo, salmon ahumado, mariscos, hojas de repollo y hojas de
lechuga) los recuentos bacterianos disminuyeron sobre 5 log,, UFC/g. Ademas, en los
alimentos de origen animal los bacteriéfagos mantuvieron sus titulos estables durante la mayor
parte del periodo de almacenamiento, mientras que en los alimentos de origen vegetal sus

titulos disminuyeron en mas de 1 log;o UFC/g.

Modi et al. (2001) evaluaron el efecto de los bacteri6fagos sobre la sobrevivencia de
S. Enteritidis en la produccién y almacenaje de queso Cheddar. Para ello, muestras de leche
cruda y pasteurizada fueron inoculadas con S. Enteritidis (para contener 10* UFC/mL) y con
bacteri6fagos (para contener 10° UFP/mL), determinando el recuento de ambos durante todo el
proceso. En los quesos resultantes de ambas leches, la poblacion bacteriana aumenté en
alrededor de 1 log;o UFC/g cuando la leche no recibié bacteriéfagos, mientras que disminuyo en
1-2 logyp UFC/g cuando la leche recibi6 fagos. Ademés, tras 89 dias de maduracion, el
recuento bacteriano disminuyé cerca de 2 log;, UFC/g en ausencia de bacteriéfagos, mientras
que en presencia de ellos la bacteria disminuy6 a niveles indetectables en el queso de leche
pasteurizada, aunque permanecié cercana a 10> UFC/g en el queso de leche cruda. Salmonella
sobrevivid en los quesos de leche cruda y pasteurizada sin bacteriéfagos, alcanzando una
concentracion aproximada de 10° UFC/g a los 99 dias de maduracién a 8 °C.

Leverentz et al. (2001) estudiaron el efecto biocontrolador de los bacteriéfagos contra
S. Enteritidis, sobre cortes de melén y manzana a 5, 10 y 20 °C. Tras 168 horas de incubacion,
los bacteriéfagos retardaron el crecimiento bacteriano en las muestras de melén a 10 y 20 °C,
con recuentos finales 1-2 log,, UFC/muestra menos, respecto a las muestras no tratadas. A
5 °C, por debajo de la temperatura de crecimiento minima para Salmonella, el recuento
bacteriano disminuyé gradualmente en presencia y ausencia de bacteriéfagos. No hubo
diferencias significativas entre las muestras de manzana tratadas y no tratadas, y el titulo de
bacteri6fagos disminuy6d rapidamente a niveles indetectables dentro de 24 a 48 horas.
Resultados similares fueron obtenidos por estos autores al evaluar el efecto de los
bacteriéfagos contra L. monocytogenes sobre rebanadas de manzana, sugiriendo el menor pH
de este sustrato como el factor mas logico para explicar la poca eficacia de los bacteriéfagos en

ambos estudios (Leverentz et al., 2003).

27



Whichard et al. (2003) evaluaron el efecto del bacteriéfago Felix O1 y una variante de
éste, sobre el crecimiento de S. Typhimurium DT104 en salchichas de pollo. Los fagos fueron
aplicados a una dosis de 1,9 x 10* UFP en 10 g de salchichas, previamente contaminadas con
Salmonella a una dosis de 3 x 10° UFC/g. Tras 24 horas de incubacién a 22 °C, las muestras no
tratadas mostraron un recuento bacteriano promedio de 6,81 log,o UFC/g, mientras que las
muestras tratadas con el bacteriéfago y su variante, mostraron recuentos de 5,01 y 4,78 logio

UFCl/g, respectivamente.

Fiorentin et al. (2005a) evaluaron la actividad de 3 bacteriéfagos liticos nativos contra
S. Enteritidis sobre piel de pollo. Para esto, los autores contaminaron las muestras de piel
mediante la inmersion de piernas de pollo completas en una suspensién con 10° UFC/mL de
S. Enteritidis PT4. Un dia después, las muestras de un grupo fueron inmersas en una
suspension con 10° UFP/mL de cada fago, almacenando luego las muestras a 5 °C. Los
recuentos bacterianos a los 3, 6 y 9 dias post tratamiento fueron significativamente menores en
las muestras tratadas con fagos, respecto al grupo no tratado, mostrando una disminucién de
4,49 veces al dia 9 post tratamiento.

Higgins et al. (2005) inocularon carcasas de pollo con 20-31 UFC/dosis de S. Enteritidis
sobre la pechuga, las que posteriormente fueron tratadas por aspersion con distintas dosis del
bacteriéfago PHL4 y enjuagadas para el enriquecimiento bacteriano. Se observé que en las
carcasas inoculadas con 31 UFC/dosis de S. Enteritidis y tratadas con 5,5 x 10*° UFP/dosis del
bacteri6fago, la frecuencia de aislamiento bacteriano fue un 85% menor, respecto al grupo no
tratado. De igual forma, en las carcasas inoculadas con 20 UFC/dosis de S. Enteritidis, la
misma dosis de bacteriéfagos logré reducir la frecuencia de aislamiento bacteriano en un 93%.
Durante el mismo estudio, los autores enjuagaron carcasas comerciales de pavo positivas a
Salmonella, con una mezcla de 72 bacteriéfagos liticos contra S. Enteritidis, disminuyendo entre

un 50-60% la frecuencia de aislamiento bacteriano, respecto a las carcasas no tratadas.

Gracias a los buenos resultados obtenidos mediante el uso de bacteriéfagos liticos como
biocontroladores en la industria alimenticia, la “Food and Drug Administration” (FDA) y el “United
Status Departament of Agriculture” (USDA) aprobaron en agosto del 2006 el uso de una mezcla
comercial de 6 fagos liticos, efectivos contra 170 cepas de L. monocytogenes, como aditivo

alimenticio para productos carnicos de consumo directo y subproductos avicolas (FDA, 2006).
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VI.3. Fagoterapia en modelos animales

El renovado interés en la fagoterapia reapareci6 con la emergencia de cepas
bacterianas altamente resistentes a practicamente todos los agentes antimicrobianos
disponibles. Aun cuando, tras su hallazgo, los fagos fueron exitosamente aplicados en el
tratamiento de infecciones bacterianas, el descubrimiento, aplicacion y éxito de los antibi6ticos
mermo las investigaciones sobre las potencialidades de la fagoterapia, permaneciendo sélo
unos pocos centros de investigacion dedicados a esta area durante las Ultimas décadas. No
obstante, a pesar de los prometedores resultados obtenidos en estos estudios, la terapia con

bacteriéfagos alun es considerada controversial (Dabrowska et al., 2005).

Segun Skurnik y Strauch (2006), antes de intentar la aplicacion de la fagoterapia, deben

considerarse ciertos prerrequisitos:

1. No debe intentarse la aplicacion de la fagoterapia, mientras la biologia del bacteriéfago
involucrado no sea lo suficientemente comprendida.

2. Las preparaciones de bacteriéfagos deben cumplir todos los requisitos de bioseguridad,
debiendo ser libres de bacterias y sus componentes.

3. Las preparaciones de fagos deben contener particulas fagicas infectivas, por lo cual el
almacenamiento de las preparaciones debe ser validado.

4. Idealmente, el receptor del bacteri6fago debe ser conocido. En una poblacién bacteriana de
10°-10°® bacterias, hay una alta probabilidad de existencia de mutantes espontaneas fago—
resistentes, deficientes del receptor o con una alteracion de éste.

5. La eficacia de la fagoterapia debe ser comprobada en un modelo animal, ya que cada

bacteriéfago puede comportarse en forma diferente in vivo.

V1.3.1. Fagoterapia contra bacterias entéricas:  E. coli y Campylobacter

Diversos estudios han demostrado la eficacia de la fagoterapia en el biocontrol de
enteropatdgenos. Al respecto, Barrow et al. (1998) infectaron pollos de 3 semanas de edad con
E. coli H247 (10° UFC/dosis/ave) por via intramuscular, tratandolos luego con bacteriéfagos
(10°-10° UFP/dosis/ave) por via intramuscular; este tratamiento logré reducir en un 100% la

morbilidad y mortalidad de los pollos. En un segundo ensayo, los autores desafiaron por via oral
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a 4 terneros privados de calostro con la misma cepa bacteriana (10 UFC/dosis/animal),
tratandolos 8 horas post infeccion con el mismo bacteriéfago (10'° UFP/dosis/animal) por via
intramuscular. Tres dias post infeccion, los terneros fueron sacrificados para la obtencién de
muestras intestinales, donde se comprobd que sdélo uno de ellos habia manifestado la

enfermedad, en el cual se encontraron cepas fago—resistentes.

Huff et al. (2003) infectaron pollos broiler de 7 dias de vida con E. coli serotipo O2,
mediante inyeccion intratoracica, a una dosis total de 10° UFC/dosis/ave. Luego, las aves
fueron tratadas con distintas dosis de bacteriéfagos, via intramuscular y aspersion, a las 2, 24 y
48 horas post desafio bacteriano. La fagoterapia via aspersion logré reducir significativamente
la mortalidad de las aves en un 40% al ser aplicada 2 horas post desafio, pero tuvo escaso
efecto al ser administrada a las 24 y 48 horas post desafio. Por otra parte, la fagoterapia
intramuscular logré reducir significativamente la mortalidad en un 67,9%, 78,3% y 54,5%,
cuando fue aplicada a las 2, 24 y 48 horas post desafio, respectivamente.

Los mismos autores infectaron pollos de 7 dias, mediante la inyeccion intratoracica de
E. coli serotipo O2 (6 x 10* UFC/dosis/ave), junto a una mezcla de 2 bacteriéfagos liticos. La
fagoterapia logré reducir significativamente la mortalidad de las aves en un 41,2% cuando fue
aplicada a una dosis total de 10 UFP/dosis/ave, lograndose una reduccion total de la

mortalidad cuando fue aplicada a una dosis total de 10® UFP/dosis/ave (Huff et al., 2005).

Por otra parte, Wagenaar et al. (2005) evaluaron el efecto preventivo y terapéutico de 2
bacteri6fagos liticos sobre la colonizacion intestinal de C. jejuni en pollos broiler. En un primer
ensayo, pollos de 10 dias de edad recibieron en forma preventiva la mezcla de fagos por via
oral durante 10 dias, con dosis variantes de 4 x 10° a 2 x 10'° UFP/dosis/ave. Al dia 5 del
experimento, los pollos fueron desafiadas por via oral con C. jejuni, a una dosis total de 10°
UFC/dosis/ave; en este ensayo, la fagoterapia no logré prevenir la colonizacion intestinal de la
bacteria, pero si logro reducirla en 2 log,;o UFC/g de contenido cecal, respecto al grupo control
de infeccidén. En un segundo experimento, pollos de 32 dias de edad recibieron la fagoterapia
en forma terapéutica por via oral desde el dia 5 al 11 post inoculacion bacteriana, con dosis
similares al primer ensayo; los resultados mostraron una reduccién inmediata de 3 log;o UFC/g
en los recuentos bacterianos cecales en las aves tratadas, aunque después de 5 dias los
recuentos se estabilizaron en 1 log;o UFC/g por debajo del grupo control de infeccion.
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Carrillo et al. (2005) evaluaron el efecto terapéutico de 2 bacteriéfagos sobre la
colonizacion intestinal de C. jejuni en pollos broiler de 20-22 dias de vida. Para esto, los pollos
fueron desafiados por via oral con C. jejuni (2,7-7,8 log;o UFC/dosis/ave) y a los 25 dias de
edad recibieron individualmente los bacteriéfagos por via oral, a una dosis total de 5-9 logg
UFP/dosis/ave. Los resultados mostraron que la fagoterapia logré reducir los recuentos cecales

de la bacteria entre 0,5-5,0 log;o UFC/g de contenido cecal, respecto al grupo no tratado.

VI.3.2. Fagoterapia contra Salmonella

En el caso de Salmonella spp., la administracion profilactica y terapéutica de
bacteri6fagos liticos también ha demostrado buenos resultados, disminuyendo la incidencia de
infecciobn y los recuentos bacterianos a nivel intestinal, asi como también reduciendo la
colonizacidn sistémica de la bacteria. No obstante, estos estudios s6lo han sido realizados en
pollos broiler y aves de reposicién de corta edad, usualmente menores de 30 dias de edad.

Fiorentin et al. (2005b) infectaron oralmente 5 pollos broiler de 1 dia (“pollos
sembradores”) con S. Enteritidis PT4, a una dosis de 10° UFC/dosis/ave, los cuales sirvieron
para infectar el resto de las aves sanas mediante contacto. A los 7 dias de edad, los pollos
fueron tratados por via oral con una mezcla de 3 bacteriéfagos liticos, a una dosis de 10"
UFP/cada fago/ave. Los pollos fueron sacrificados a intervalos de 5 dias, hasta el dia 25 post
tratamiento, recolectandose muestras de ciegos, higado y bazo, para estudios bacterioldgicos.
Los pollos sometidos a fagoterapia mostraron menores recuentos bacterianos a nivel cecal,
respecto al grupo control de infeccién, mostrando mayores diferencias al dia 20 post tratamiento
(7,97 vis 9,81 log,o UFC/g de contenido cecal, respectivamente). Asi mismo, la incidencia de
infeccidn a nivel de higado y bazo fue menor en el grupo tratado con fagos a partir del décimo

dia post tratamiento.

Toro et al. (2005) evaluaron la eficacia de una mezcla de 3 bacteri6fagos liticos en pollos
White—Leghorn libres de patégenos especificos (SPF, “specific—pathogen—free”). Para esto, los
pollos recibieron la fagoterapia a los 4, 5, 6, 8, 9 y 10 dias de edad, a una dosis de 5,4 x 10°
UFP/dosis/ave, siendo luego desafiados a los 7 dias de edad con S. Typhimurium (3,95 x 10°
UFC/dosis/ave). Los pollos fueron sacrificados a los 11 dias de edad, obteniéndose muestras

de ileon y ciegos. Los resultados mostraron una significativa disminucion en los recuentos de
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S. Typhimurium en el grupo tratado con bacteriéfagos (1,1 UFC/mL), respecto a los pollos no
tratados (81,8 UFC/mL), en las muestras de ileon. Ademas, el recuento de S. Typhimurium en

los ciegos fue 6 veces menor en el grupo sometido a fagoterapia, respecto al grupo no tratado.

En un segundo experimento, los autores evaluaron el efecto biocontrolador de
bacteri6fagos y probiéticos, solos y en asociacion, sobre el mismo modelo animal. Para esto, un
grupo de pollos recibié el probidtico (Broilactg) por via oral durante los 3 primeros dias de vida;
un segundo grupo de aves recibi6 los bacteriéfagos a los 4, 5, 6, 18, 19 y 20 dias de edad, a
una dosis de 5,4 x 10° UFP/dosis/ave, mientras que un tercer grupo de aves recibi6 ambos
tratamientos bajo el mismo protocolo. A los 7 dias de edad, los pollos fueron desafiados con
S. Typhimurium (3,95 x 10° UFC/dosis/ave). Los resultados bacteriolégicos mostraron que, a los
11 dias de edad, los 3 tratamientos lograron reducir significativamente los recuentos cecales de
Salmonella, aproximadamente 10 veces respecto al grupo control de infeccion; no obstante, no
se lograron reducciones significativas en las muestras de ileon, bazo e higado. Por otra parte, a
los 21 dias de edad, el tratamiento con probiéticos y con ambos biocontroladores en conjunto,
disminuyé en forma significativa los recuentos bacterianos en las muestras de ileon (alcanzando
niveles marginales) y ciegos; sin embargo, la fagoterapia individual no tuvo efectos benéficos en
estas muestras. Asi mismo, ninguno de los tratamientos logré reducir en forma significativa los

recuentos bacterianos en las muestras de higado y bazo (Toro et al., 2005).

Filho et al. (2007) desafiaron por via oral a pollos de 1 dia con S. Enteritidis (9 x 10°
UFC/dosis/ave). Una hora post infeccion, un grupo de pollos fue tratado con el bacteri6fago
CB40 (1 x 10® UFP/dosis/ave), un segundo grupo fue tratado con el fago WT450 (1,2 x 108
UFP/dosis/ave) y un tercer grupo recibié una mezcla de ambos bacteri6fagos a una dosis de
10® UFP/cada fago/ave. Los tratamientos aplicados lograron disminuir significativamente el
recuento de S. Enteritidis desde tonsilas cecales en un 35, 30 y 55%, respectivamente, en
relacién al grupo control de infeccién a las 24 horas post tratamiento, aunque no se observaron

diferencias significativas a las 48 horas post tratamiento.

En una segunda experiencia, los autores desafiaron oralmente pollos de 1 dia de edad
con S. Enteritidis (3 x 10° UFC/dosis/ave). Un grupo de pollos fue tratado por via cloacal con un
probidtico comercial (Floromax—B11g) 2 horas post infeccion bacteriana; un segundo grupo de

pollos fue tratado por via cloacal con el fago WT450 (10° UFP/dosis/ave) 1 hora post infeccion
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bacteriana, y un tercer grupo recibié ambos tratamientos bajo el mismo protocolo descrito. Un
dia post tratamiento, los grupos de pollos mostraron significativas reducciones en los recuentos
bacterianos a partir de tonsilas cecales, en un 32, 44 y 44%, respectivamente, en relacion al

grupo control de infeccion (Filho et al., 2007).

Por su parte, Atterbury et al. (2007) infectaron pollos broiler de 36 dias con S. Enteritidis
0 S. Typhimurium (8 log;o UFC/dosis/ave). Dos dias post infeccion, las aves fueron tratadas con
bacteri6fagos especificos a una dosis variable de 9-11 log,q UFP/dosis/ave, asociados a una
solucion antiacida. Las aves tratadas con bacteriéfagos mostraron una significativa reduccién en
el recuento cecal promedio de S. Enteritidis (1,53 log;o UFC/g) y S. Typhimurium (3,48 logo
UFC/g) respecto a los grupos controles de infeccion (5,77 y 5,67 logio UFC/g, respectivamente),

24 horas post tratamiento.

Higgins et al. (2007) evaluaron la eficacia de una mezcla de bacteri6fagos seleccionados
por su capacidad de sobrevivir el paso a través del tracto gastrointestinal. Pavos de 2 dias de
edad fueron infectados oralmente con S. Enteritidis (10° UFC/dosis/ave) y tratados con
bacteriéfagos (2,5 x 10° UFP/dosis/ave) e hidroxido de magnesio, 48 horas post infeccion; en
este ensayo, la fagoterapia logré reducir los recuentos cecales de Salmonella en menos de
1 logiyx UFC/g a las 6, 12 y 24 horas post tratamiento, respecto a sus respectivos grupos
controles. En una segunda experiencia, pavos de 2 dias fueron desafiados con S. Enteritidis
(1,6 x 10* UFC/dosis/ave) y tratados 48 horas post desafio con bacteriéfagos (7,5 x 10°
UFP/dosis/ave) e hidroxido de magnesio; este tratamiento disminuyo los recuentos cecales de
la bacteria en 0,85 log;o UFC/g, a las 24 horas post tratamiento, respecto al grupo control. Sin
embargo, en ambas experiencias, las reducciones en los recuentos bacterianos cecales no
tuvieron significancia estadistica. No obstante, este estudio sugiere la posibilidad de utilizar
modelos animales para seleccionar in vivo los bacteriéfagos a utilizar en la fagoterapia, con el

objetivo de incrementar su capacidad de sobrevivencia en el tracto gastrointestinal.

VI.3.3. Fagoterapia a nivel nacional

En Chile, también se ha estudiado el rol de los bacteriéfagos como método de biocontrol
de S. Enteritidis. Santander y Robeson (2004) demostraron que los bacteriofagos f3aSE y

f3aSP protegieron al nematodo Caenorhabditis elegans contra S. Enteritidis y S. Pullorum,
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respectivamente, disminuyendo significativamente las mortalidades de los nematodos, respecto
a los grupos controles. Los autores, en esta primera experiencia a nivel nacional, sugirieron la
utilidad de los bacteriéfagos, tales como f3aSE, como una medida de control adicional para

disminuir la contaminacion de S. Enteritidis en pollos.

Es asi como, también durante 2004, Borie et al. (2008b) evaluaron la efectividad del
bacteriéfago f3aSE en pollos broiler de 10 dias. Para esto, los pollos fueron tratados en forma
profilactica con el bacteriéfago (10° 6 10" UFP/dosis/ave) e infectados con S. Enteritidis (4 x 10°
UFC/dosis/ave), 2 horas post tratamiento. Diez dias post infeccion las aves fueron sacrificadas,
obteniéndose muestras de intestino completo y 6rganos internos (“pool” de corazén, higado y
bazo). Independiente del tipo de muestra, el tratamiento con bacteri6fagos logré reducir el
ndmero de pollos infectados en un 33% al utilizar la dosis de 10° UFP/ave y en un 40% al

utilizar la dosis de 10" UFP/ave, respecto al grupo control de infeccion.

Dos afios més tarde, los mismos autores administraron oralmente una mezcla de 3
bacteriéfagos liticos, a una dosis de 10® UFP/cada fago/ave, a pollos SPF de 10 dias de vida;
luego, un dia post administracion de los fagos, los pollos fueron desafiados con S. Enteritidis
(8,3 x 10° UFC/dosis/ave). Diez dias post infeccion los pollos fueron sacrificados, obteniéndose
muestras de ciegos y érganos internos (“pool” de corazén, higado y bazo). Los resultados
bacteriolégicos mostraron que la fagoterapia disminuyé en un 21,6% la incidencia de infeccion a
nivel intestinal y en un 22,5% en érganos internos, respecto al grupo control de infeccion
(Albala, 2007).

Durante el 2007, estos investigadores administraron una mezcla de 3 bacteri6fagos
liticos (10® UFP/cada fago/ave) a pollos White—Leghorn de 9 dias, mediante agua de bebida o
aspersion, los que luego fueron desafiados con S. Enteritidis (9,6 x 10° UFC/dosis/ave). Diez
dias post infeccidon, las aves fueron sacrificadas y se obtuvieron muestras de intestinos y
organos internos (“pool” de corazén, higado y bazo). Se observd que la administracion de
bacteriéfagos via aspersion fue la mas efectiva a nivel intestinal, reduciendo la incidencia de
infeccidon en un 27,3%. Por el contrario, la administracion de bacteriéfagos a través del agua de
bebida fue méas efectiva en érganos internos, reduciendo la incidencia de infeccién en un
36,3%. Ademas, la administracion de bacteriéfagos, via aerosol y agua de bebida, disminuyo

significativamente los recuentos cecales de S. Enteritidis en 1,63 y 1,42 log,, UFC/g,
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respectivamente. Esta situacion no fue observada en 6rganos internos, donde las reducciones

no fueron estadisticamente significativas (Borie et al., 2008a).

Siguiendo su linea de investigacidon, los autores evaluaron el efecto de bacteriéfagos y
un probidtico comercial (Broilacty) sobre la colonizacidn intestinal y sistémica de S. Enteritidis
en pollas comerciales White—Leghorn, para lo cual se formaron 4 grupos de aves. Uno de los
grupos recibié el probidtico via aspersion al dia de vida, mientras que otro grupo recibié la
mezcla de bacteri6fagos via aspersion a los 6 dias de edad, a una MOI de 10° UFP. Un tercer
grupo de aves recibi6 ambos tratamientos de forma similar, considerandose ademas un cuarto
grupo, como control de infeccién, que no recibié tratamientos. Todos los grupos fueron
desafiados oralmente al séptimo dia de edad con S. Enteritidis (2,95 x 10° UFC/dosis/ave). La
eutanasia de los pollos se realizé a los 7 dias post infeccidn, obteniéndose muestras de ciegos
y organos internos (“pool” de higado y bazo). De los estudios bacterioldégicos cualitativos y
cuantitativos se demostré que, tanto probidticos como bacteri6fagos por si solos, fueron
efectivos en reducir la incidencia de infecciébn en un 24,3 y 20%, respectivamente, y los
recuentos cecales en 0,79 y 0,91 log;o UFC/g, respectivamente, en relacion al grupo control de
infecciobn. La observacidbn mas interesante fue el efecto sinérgico mostrado por ambos
biocontroladores al ser administrados en forma conjunta, disminuyendo la incidencia de
infeccién en un 61,3% y el recuento cecal promedio en 1,69 log,, UFC/g, respecto al grupo
control de infeccién. No obstante, no se encontraron diferencias significativas en la incidencia

de infeccidn en 6rganos internos (Borie et al., 2009).

A pesar de los prometedores resultados obtenidos en los estudios previamente citados,
tanto a nivel internacional como nacional, hasta la fecha no han sido publicados estudios que
avalen la efectividad de la fagoterapia en aves de postura adultas, las cuales juegan un rol
esencial en la epidemiologia de la salmonelosis humana, al ser ellas las responsables de la

oferta de huevos contaminados a los consumidores.
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OBJETIVOS

l. OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia de una terapia preventiva con bacteriéfagos en el control de
S. Enteritidis en gallinas de postura.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la dosis minima infectante de S. Enteritidis para gallinas de postura
comerciales.
2. Determinar la reduccion de la colonizacion de S. Enteritidis en los ciegos de gallinas de

postura comerciales experimentalmente infectadas, previamente tratadas con una

mezcla de bacteri6fagos.
3. Establecer la incidencia de infeccion de S. Enteritidis en huevos provenientes de gallinas

de postura comerciales experimentalmente infectadas, tratadas previamente con una

mezcla de bacteriéfagos.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se efectué como parte del proyecto Fondecyt N° 1080291 “Control de
Salmonella Enteritidis en avicultura: bacteriéfagos en aves de postura y alimentos derivados de
la industria avicola”. El estudio se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

1. Animales

Se trabajé con gallinas de postura comerciales de la linea Hy-Line Brown, de 22
semanas de vida, adquiridas en un plantel avicola de la Séptima regién (Talca), el cual informé
negatividad a Salmonella spp. y cuyos animales provienen de madres vacunadas contra este
enteropatdégeno. Se comprobé la negatividad de las aves mediante coprocultivo, reaccién de
polimerasa en cadena (PCR) a partir de muestras fecales (Laboratorio de Microbiologia;

Sanchez, 2007) y serologia (Servicio Agricola y Ganadero, SAG).

Las aves fueron mantenidas en la Unidad de Animales de Experimentacién del
Departamento de Medicina Preventiva Animal (Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile), con adecuado manejo de temperatura e iluminacién. Ademas, las
gallinas fueron alojadas en jaulas de 40 x 35 cm., en grupos de 3 aves, con alimento comercial

libre de antimicrobianos y agua potable ad libitum.

La crianza y manejo de las aves estuvo bajo la supervision del Médico Veterinario

Especialista en aves de postura, Dr. Sergio Ramirez Urrutia.
2. Cepa desafio

Se utilizé una cepa nativa de Salmonella Enteritidis (S. Enteritidis) de origen aviar,
mutante espontanea resistente a Acido Nalidixico (nal’) y Rifampicina (rif). La cepa fue

previamente sometida a 9 pasajes en aves adultas para exacerbar su virulencia (Laboratorio de

Microbiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile).

37



3. Bacteri6fagos

Se utilizé una mezcla de 3 bacteriéfagos liticos nativos (f18, IF1 y EST2) suspendidos
en agua destilada estéril. Estos fueron aislados desde material fecal de aves de engorda,
productos avicolas y aguas residuales de origen animal y humano de la Quinta regién (Robeson
et al., 2008). El aislamiento, titulacidn y suspension de los bacteriéfagos fue realizada por el Dr.
James Robeson Camus (Laboratorio de Microbiologia, Instituto de Biologia, Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso) y fueron utilizados a una multiplicidad de infeccion (MOI) de
10° unidades formadoras de placas liticas (UFP), correspondiendo ésta a la relacién numérica

existente entre los bacteriéfagos y las bacterias inoculadas.
4. Célculo de la dosis minima infectante (DMI)

Gallinas comerciales de raza White—Leghorn, negativas a Salmonella por coprocultivo y
serologia (Servicio Agricola y Ganadero, SAG), fueron inoculadas con la cepa desafio por via

oral forzada en dosis de 10°, 10® y 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/dosis/ave.

Para la obtencion de los inGculos bacterianos, la cepa desafio se cultivd a 37 °C por 24
horas en caldo comudn y luego se ajusté su turbidez al tubo N° 1 del Nefelometro de McFarland
(3 x 10°® bacterias/mL). De esta concentracion se realizaron diluciones al décimo con solucion
salina estéril, para obtener la dosis menor. Por otra parte, para alcanzar la concentracién de 10°
UFC/dosis/ave, cada gallina recibié 8 mL de la suspension inicial. Para corroborar las unidades
formadoras de colonias de las suspensiones inoculadas, se realizé el recuento bacteriano de
éstas en placas de agar XLD (Difcoe) con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/mL, Arlabg).

Diez dias post infeccion, las aves fueron sacrificadas mediante la administracion de
solucion para eutanasia T61g (2 mL, via intrapulmonar; AVMA, 2001) y se obtuvieron muestras
individuales de ciegos, las que fueron analizadas mediante bacteriologia cualitativa, detallada

en el punto 6.

La DMI fue considerada la minima concentracidon bacteriana con la cual se logré el
reaislamiento de S. Enteritidis a nivel cecal en al menos el 90% de las aves.
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5. Grupos de aves

Se formaron 4 grupos de aves, cuyos detalles se especifican en el cuadro N°1:

Cuadro N°1. Disefio experimental de los 4 grupos de gallinas Hy—Line Brown inoculados con

S. Enteritidis y una mezcla de bacteriéfagos.

Grupos N°de aves Fagos (MOI) S. Enteritidis nal’ riff
1 (Control negativo) o* - -

2 (Control de infeccidn) 30 - 1 DMI

3 (Control inocuidad de BF) 10 10° UFP -

4 (Terapia con BF) 30 10° UFP 1 DMI

MOI: Multiplicidad de infeccion. DMI: Dosis minima infectante. BF: Bacteriéfagos. UFP: Unidades formadoras de

placas liticas. * Una gallina debié ser eliminada por motivos ajenos a la experiencia

El nimero de aves por grupo se calculé considerando que el aislamiento de Salmonella
spp. es p =0,8; con error £ 0,15 y un nivel de confianza de 95%.

La administracion de la mezcla de bacteriéfagos se realizé mediante via oral forzada
utilizando una céanula flexible, durante los 3 dias consecutivos previos al desafio bacteriano,
calculando una MOI de 10° UFP para cada fago. Posteriormente, las aves de los grupos 2 y 4

fueron desafiadas con 1 DMI de la cepa desafio, por via oral forzada (Figura N°1).

Diez dias post desafio, todas las aves fueron sacrificadas mediante la administracion de
solucién para eutanasia T6le (2 mL, via intrapulmonar; AVMA, 2001) (Sala de Necropsias,
Departamento de Patologia Animal) y se obtuvieron individualmente los ciegos para el analisis
bacteriol6gico cualitativo y cuantitativo. Adicionalmente, todos los huevos ovipuestos después
del desafio bacteriano y los huevos en formacion encontrados durante la necropsia de las aves
de los grupos 2y 4, fueron recolectados y procesados para aislar S. Enteritidis.

Cada grupo de aves fue mantenido en una sala experimental individual debidamente

acondicionada, para evitar toda posibilidad de contaminacién cruzada, tanto con S. Enteritidis
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como con bacteriéfagos. Ademas, se llevaron a cabo las distintas medidas de bioseguridad

detalladas en el punto 7.

Figura 1. (a) Administracion de la mezcla de bacterio6fagos liticos a gallinas Hy-Line Brown por via oral forzada,
mediante cénula flexible. (b) Administracion de la cepa desafio a gallinas Hy-Line Brown por via oral forzada,

mediante pipeta de vidrio de 10 mL.

6. Bacteriologia

Se siguieron las pautas bacterioldgicas recomendadas por Murray y Barton (1993):

6.1. Bacteriologia cualitativa

Cada muestra de ciegos fue pesada en una balanza electrénica (Belltronic Scalesg) Yy

colocada en una bolsa plastica estéril para equipo Masticador (Nasco Whirl-Packe) con caldo
Rappaport—Vassiliadis (RV, Difcog) en razén 1:10. Luego, cada bolsa se homogenizé en el
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equipo Masticador (UL Instrumentsg) por 180 segundos y fue incubada a 37 °C por 72 horas.
La siembra a partir de las bolsas se realizé a las 48 y 72 horas de incubacion, en placas de agar
XLD (Difcog) con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/mL, Arlabg) y fueron incubadas a 37°C

durante 24 horas.

Las colonias sospechosas, de borde transparente y centro negro, fueron identificadas
mediante bateria bioquimica corta (fermentacion de azucares y produccion de H,S, desarrollo
en agar Citrato de Simmons y desaminacién de fenilalanina) y aglutinacién con suero anti—

Salmonella grupo D1 (Difcog), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los huevos frescos ovipuestos durante la experiencia fueron recolectados en las salas
de experimentacion, donde fueron mantenidos hasta su procesamiento en el Laboratorio de
Microbiologia. Se formaron 3 conjuntos de huevos de similar numero, segun la cantidad
ovipuesta por el durante el dia. Estos fueron desinfectados externamente mediante inmersion
en etanol al 70% durante 5 segundos y luego secados con papel absorbente. En forma
aseéptica, se separaron las albiminas de las yemas y fueron depositadas en bolsas plasticas
estériles, adicionando ademas a la bolsa de albuminas una muestra de las membranas de la
cascara de cada huevo (Gast et al., 2002). Cada bolsa recibio caldo RV en razén 1:10 (Gast et
al., 2003b) y fue homogenizada en el equipo Masticador durante 30 segundos, para luego ser
incubada a 37 T durante 72 horas. La siembra de ca da bolsa se realiz6 a las 48 y 72 horas de
incubacion, en placas de agar XLD con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/mL).

6.2. Bacteriologia cuantitativa

Para el recuento de la cepa desafio en ciegos, se utiliz6 1 mL del homogenizado en
caldo RV (razén 1:10) sin incubar (suspension inicial, dilucion 10°), al cual se agregaron 9 mL
de agua peptonada fosfatada (APF, Oxoidg). A partir de esta suspension (10 se realizaron
tres diluciones al décimo (diluciones 102, 10° y 10*) en APF y de cada dilucién se obtuvieron
100 L, los cuales fueron sembrados por diseminacion (Figura N°3) en la superficie de placas
de agar XLD con Acido Nalidixico y Rifampicina (20 pg/mL). Posteriormente, las placas
sembradas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas, tras lo cual se realiz6 el recuento de
colonias. La identificacion de colonias fue corroborada mediante bateria bioquimica corta y

aglutinacién, en forma similar a la sefialada en la bacteriologia cualitativa.
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7. Normas de bioseguridad

Se utilizaron las normas de bioseguridad recomendadas por el Centro de Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos para un nivel de bioseguridad 2,

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

Las aves se mantuvieron en salas debidamente acondicionadas y separadas para evitar
toda contaminacion cruzada. El recinto mantuvo su entrada restringida a personal exclusivo del
estudio; asi mismo, el manejo de los distintos grupos experimentales fue realizado por personal
diferente. Ademas, se utiliz6 vestimenta desechable (overoles con gorro, mascarilla, guantes,
manguillas plasticas y cubrebotas) y la manipulacién de las aves se realiz6 con guantes

gruesos.

La desinfeccién se realiz6 con derivados de amonio cuaternario, cloro y alcohol yodado;
la esterilizacion se realiz6 con glutaraldehido al 2% en aspersion. Todo residuo sélido fue
incinerado, mientras que los residuos liquidos fueron clorados a razén de 1.000 ppm antes de

su evacuacion.

Figura 2. (a) Aplicacion de 100 pL de las diluciones del homogenizado en caldo RV, sobre la superficie de placas de
XLD con antimicrobianos. (b) Diseminacion de las diluciones del homogenizado en caldo RV, sobre la superficie de

placas de XLD con antimicrobianos, mediante rastrillos plasticos estériles.
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8. Analisis estadistico

Los resultados de la bacteriologia cualitativa de los grupos 2 y 4, fueron expresados
como proporciones de positividad y sus diferencias fueron analizadas mediante la prueba de

independencia de Chi cuadrado (x?).

El analisis bacterioldégico cuantitativo entre los grupos experimentales se realizo
mediante andlisis de varianza (ANDEVA) de un criterio. Para ello, los recuentos bacterianos
(UFC/g) de los grupos 2 y 4 fueron transformados en unidades logaritmicas (log,, UFC/g), de
distribucién normal. Ademas, toda muestra cuya bacteriologia cualitativa fue positiva y, a su
vez, fue negativa a la bacteriologia cuantitativa, tomé valor 1; mientras que, todas aquellas
muestras negativas a la bacteriologia cualitativa y cuantitativa, tomaron valor 0. Los valores de

p menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente diferentes (InfoStat, 2004).

43



RESULTADOS

|. CALCULO DE LA DOSIS MINIMA INFECTANTE (DMI)

El analisis de la DMI, es decir, aquella concentracion bacteriana con la cual se obtuvo al
menos el 90% de las aves positivas a nivel cecal, se detalla en el cuadro N°2. Si bien, con la
concentracion de 10”7 UFC/dosis/ave se obtuvo un 90% de infeccion cecal, ésta no logré la
infeccion de tejidos reproductivos, por lo cual fue descartada. Con las concentraciones de 10° y
10° UFC/dosis/ave se obtuvo un 100% de infeccién cecal, por lo cual fue seleccionada la menor

concentracion bacteriana (108 UFC/dosis/ave).

Cabe sefialar que sélo con la concentracién de 10° UFC/dosis/ave fue posible obtener
algunas gallinas (2) con el oviducto y el ovario simultaneamente infectados con Salmonella,
mientras que con la concentracién de 10° UFC/dosis/ave ninguna gallina present6 ambos

6rganos reproductivos infectados en forma simultanea.

A titulo complementario, es importante sefialar que sélo con la concentracién de 10°
UFC/dosis/ave fue posible pesquisar un huevo interno (presente en el oviducto al momento de
la eutanasia) positivo a S. Enteritidis, ain cuando con las concentraciones de 10° y 10°
UFC/dosis/ave se detect6 infeccidon en érganos reproductivos. Por esta razén, se considero
adecuado utilizar la concentracion de 10° UFC/dosis/ave.

Cuadro N° 2. Aislamiento de S. Enteritidis desde ciegos y tejidos reproductivos de gallinas

experimentalmente infectadas con diferentes dosis bacterianas.

Organos | Numero de aves infectadas (%) segln dosis de  S. Enteritidis (UFC/dosis/ave)
10’ 10° 10°
Ciegos 9/10 (90%) 4/4 (100%) 4/4 (100%)
Foliculos 0/10 (0%) 1/4 (25%) 2/4 (50%)
Oviducto 0/10 (0%) 2/4 (50%) 2/4 (50%)

UFC: Unidades formadoras de colonias
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II. EFICIENCIA DE FAGOTERAPIA ORAL EN GALLINAS DE P OSTURA COMERCIALES

Con respecto al estudio de eficiencia de la fagoterapia en gallinas experimentalmente
infectadas, los resultados de la bacteriologia cualitativa y cuantitativa son presentados en el

cuadro N°3. La dosis bacteriana final inoculada a las gallinas en estudio fue 2,4 x 10® UFC/ave.

Los resultados de la bacteriologia cualitativa muestran que la incidencia de infeccién
cecal fue igual entre los grupos 2 (control de infeccién) y 4 (terapia con bacteri6fagos),
correspondiendo a un 96,67% en ambos grupos. Por otra parte, no se logré el aislamiento de
S. Enteritidis desde los grupos 1 (control negativo) y 3 (control inocuidad de bacteriéfagos),

descartandose la posibilidad de contaminacién cruzada entre los grupos experimentales.

Los resultados de la bacteriologia cuantitativa (recuento cecal promedio y recuentos
minimos y maximos) son presentados en el cuadro N° 3 y en el grafico N° 1. El grupo 2 (control
de infeccion) mostré un recuento cecal promedio de 2,978 log;o UFC/g, mientras que el grupo 4
(terapia con bacteriofagos) mostré un recuento de 2,402 log,, UFC/g; no obstante, los

resultados del ANDEVA no arrojaron diferencias significativas (p = 0,0961) entre ambos grupos.

Cuadro N°3. Aislamiento y recuentos (log;o UFC/g) de S. Enteritidis desde ciegos de gallinas

experimentalmente infectadas y sometidas a terapia con una mezcla de bacteriéfagos.

Grupos de aves Numero N° aves Recuento Recuentos
de aves | infectadas cecal minimos y
(%) promedio maximos,

(log 10 UFC/g) | (log 10 UFC/g)

Grupo 1 (Control negativo) h 0 (0) - -
Grupo 2 (Control de infeccion) 30 29 (96,67) 2,978 1,0°-6,0
Grupo 3 (Control inocuidad de BF) 10 0 (0) - -
Grupo 4 (Terapia con BF) 30 29 (96,67) 2,402 1,0-4.81

UFC: Unidades formadoras de colonias. BF: Bacteri6fagos. *: Eliminacién de un ave por motivos ajenos al estudio.
® 1,0 logio UFC/g = <10° UFCl/g, en muestras con bacteriologia cualitativa positiva, pero negativas a la bacteriologia

cuantitativa.
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Grafico N° 1. Recuentos cecales promedio (log, UFC/g) de S. Enteritidis desde ciegos de

gallinas experimentalmente infectadas y sometidas a terapia con una mezcla de bacteriéfagos.

logyo UFClg,
Media

@ Grupo 2 (control de infeccion) B Grupo 4 (terapia con bacteri6fagos)

Durante este periodo, no fue posible detectar S. Enteritidis en ninguno de los conjuntos
de huevos provenientes de ambos grupos de aves. Sin embargo, se logré aislar S. Enteritidis a
partir de un conjunto de huevos internos (recolectados directamente desde el oviducto durante

la necropsia) provenientes del grupo 2 (control de infeccidn).

En forma anexa, se evalud el porcentaje de postura gallina/dia, en los grupos 2 y 4,
antes y después del desafio bacteriano, para lo cual los huevos fueron recolectados una vez al
dia (al mediodia) y enumerados. A partir de estos, se calculd el porcentaje de postura
gallina/dia, pre infeccidn bacteriana (promediado durante 3 dias previos al desafio bacteriano) y
post infeccion bacteriana (promediado durante 10 dias posteriores al desafio bacteriano). Para
determinar diferencias en los niveles de postura, los resultados fueron sometidos a ANDEVA de
un criterio. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente diferentes

(InfoStat, 2004). Los resultados de este analisis son presentados en el cuadro N°4.
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Cuadro N° 4. Porcentaje de postura gallina/dia (promedio) durante la experiencia, en aves

experimentalmente infectadas y sometidas a terapia con una mezcla de bacteriéfagos.

Variables Grupo 2 Grupo 4
(Control de infeccidn) (Terapia con bacteriéfagos)
% postura pre infeccién bacteriana 85,56° 83,33%

(promedio 3 dias pre infeccién)

% postura post infeccion bacteriana 87,67° 97,33°

(promedio 10 dias post infeccion)

*P medias con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p < 0,05) dentro y entre columnas.

Los porcentajes de postura gallina/dia pre y post infeccibn bacteriana fueron
estadisticamente diferentes (p < 0,05) dentro de cada grupo. Al analizar este parametro entre
ambos grupos experimentales, se observa que el porcentaje de postura gallina/dia pre infeccion
bacteriana fue de un 85,56% para el grupo 2 y de un 83,33% para el grupo 4, no hallandose
diferencias significativas (p = 0,7415) entre estos resultados. Por otra parte, el porcentaje de
postura gallina/dia post infeccion bacteriana fue de un 87,67% para el grupo 2 y de un 97,33%

para el grupo 4, resultados estadisticamente diferentes (p = 0,0054).

Durante el transcurso de la experiencia no se observaron cambios conductuales ni
manifestaciones clinicas sugerentes de enfermedad en ninguno de los cuatro grupos en
estudio. Asi mismo, no se observaron lesiones macroscopicas durante la necropsia de las aves,

a excepcién de una gallina del grupo 2 que cursaba con un cuadro de salpingoperitonitis.
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DISCUSION

La DMI utilizada para la inoculacion de las gallinas fue 2,4 x 10 UFC/dosis/ave, similar a
la utilizada por Keller et al. (1995) la cual, en gallinas White—Leghorn de 23-25 semanas de
edad, logré un 100% de infeccidn intestinal hasta los 12 dias post infeccién. En este estudio, la
dosis minima infectante logré una alta incidencia de infeccién cecal (96,67%) en el grupo control
de infecciéon. No obstante, como informacion complementaria, esta dosis sélo logro un 43,33%
de infeccion en tejidos reproductivos (ovario y/o oviducto) en el mismo grupo de aves *.

Los resultados de la bacteriologia cualitativa mostraron que la administracion profilactica
de bacteriéfagos no logré reducir la incidencia de infeccion cecal de S. Enteritidis, respecto al
grupo control de infeccién, siendo en ambos grupos un 96,67%. De forma similar, los resultados
de la bacteriologia cuantitativa mostraron una reduccion de 0,58 log,q UFC/g en los recuentos
cecales de S. Enteritidis en el grupo sometido a fagoterapia, respecto al grupo control de

infeccion, pero esta reduccién no fue significativa (p = 0,0961).

Aln cuando no existen experiencias similares en aves adultas, con las cuales poder
realizar comparaciones objetivas, es posible inferir algunas explicaciones en base a los estudios
de fagoterapia realizados en aves jovenes. Resultados similares fueron obtenidos por Higgins et
al. (2007) en pavos de 2 dias de vida, desafiados con 10* UFC/dosis de S. Enteritidis y tratados
con 2,5 x 10° UFP/dosis de una mezcla de bacteriéfagos, asociando ademas la fagoterapia a
hidréxido de magnesio, como antiacido. La fagoterapia logré reducir los recuentos bacterianos a
nivel cecal en menos de 1 log,o UFC/g a las 6, 12 y 24 horas post infeccién, aunque no de
forma significativa. Ademas, a las 48 horas post infeccion, las aves que recibieron fagoterapia
maostraron un incremento en los recuentos cecales de la bacteria en 1,64 log,o UFC/g, respecto
al grupo control. Aun cuando los autores no lograron explicar totalmente este fenémeno,
plantearon la posibilidad del surgimiento de fago—resistencia por parte de la bacteria y/o pérdida
de especificidad de hospedero por parte de los bacteriéfagos utilizados.

También Sklar y Joerger (2001) obtuvieron resultados similares en varios ensayos. En

un primer estudio, pollos de 1 dia fueron desafiados con S. Enteritidis (10* UFC/dosis/ave) y

! Borie, C. 2008. [comunicacién personal]. U. Chile, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias.
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tratados por via oral, tres horas post infeccion, con 4 bacteriéfagos (CON, P1:1, IP y MOT2) en
forma individual (10® UFP/dosis/ave). A los 14 dias post infeccion, ninguno de los 4 fagos logré
reducir los recuentos cecales en forma significativa (p = 0,53); ademas, el grupo tratado con el
fago MOT2 present6 recuentos cecales mayores (19,2 x 10° UFC/g) respecto al grupo control
de infeccion (6,8 x 10° UFC/g). En un segundo ensayo, pollos infectados con la misma dosis de
S. Enteritidis recibieron por via oral una dosis (10° UFP/dosis/ave) del bacteriéfago P1:1, tres
horas post infeccién, 6 3 dosis del mismo fago a los 2, 4 y 6 dias post infeccion, logrando ambos
protocolos ligeras reducciones en los recuentos bacterianos a nivel cecal a los 14 dias post
infeccion, aunque no significativas (p = 0,09). En un tercer ensayo, pollos igualmente infectados
recibieron el fago P1:1 (10° UFP/dosis/ave) a los 1, 2, 3, 11, 12 y 13 dias post infeccién,
asociando la fagoterapia a alimento peletizado o a una matriz de agar, para su administracion
oral; ninguno de estos tratamientos logré reducir los recuentos cecales en forma significativa
(p = 0,06) a los 14 dias post infeccién y, ademas, el grupo que recibié la fagoterapia asociada al
agar a los 1, 2 y 3 dias post infeccidon, mostré un incremento en los recuentos cecales (89,3 x
10° UFC/qg) respecto al grupo control de infeccién (52,7 x 10° UFC/g).

Un factor que puede afectar fuertemente el éxito de la fagoterapia corresponde a la via
de administracion seleccionada para su aplicacion. La mejor via de administracion es aquella
que permita la llegada rapida de los bacteri6fagos al tejido infectado por la bacteria blanco, en
concentraciones lo suficientemente altas para lograr infectar y lisar la mayor cantidad de células
bacterianas posibles (Dabrowska et al., 2005). De esta manera, la administracion oral de
bacteri6fagos ha mostrado ser muy efectiva en el tratamiento de infecciones gastrointestinales
en terneros, corderos y lechones privados de calostro, protegiéndolos contra la diarrea y la
mortalidad (Smith y Huggins, 1983). Asi mismo, la fagoterapia oral en pollos experimentalmente
infectados con diversas bacterias patdgenas, tales como S. Typhimurium, S. Enteritidis y E. coli,
ha disminuido exitosamente la incidencia de infeccidn y recuentos bacterianos a nivel
gastrointestinal y sistémico (Huff et al., 2005; Toro et al., 2005; Borie et al., 2008a). La inyeccion
de bacteriéfagos por via endovenosa también ha mostrado exitosos resultados, permitiendo su
llegada rdpida y directa al torrente sanguineo, desde donde pueden diseminarse al resto del
organismo (Dabrowska et al., 2005). Otras vias de administraciéon también han resultado
efectivas para la llegada de los bacteriéfagos a nivel sistémico, tales como las vias
intraperitoneal (Merril et al., 1996), intramuscular (Barrow et al., 1998), intranasal (Carrera et al.,

2004), intracloacal (Filho et al., 2007), rectal (Sechter et al., 1989) y aspersion (Borie et al.,
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2008a). Asi, la mayoria de los estudios llevados a cabo hasta la fecha, ejemplifican el gran
potencial de penetracién de los bacteriéfagos, los cuales son capaces de ingresar y diseminarse

a través de organismos mayores practicamente por todas las rutas regulares de administracion.

En el presente estudio, la via de administracion seleccionada para la aplicacién de los
bacteriéfagos fue la via oral. Esta eleccion se sustenta en los resultados obtenidos por Borie et
al. (2008a), quienes utilizando la misma cepa bacteriana en pollos de 9 dias de edad,
observaron que la administracion de una mezcla de 3 bacteriofagos liticos por via oral (agua de
bebida) fue mas efectiva en reducir la incidencia de infeccion a nivel de 6rganos internos (“pool”
de corazon, higado y bazo) respecto a la administracién por aspersion. Por otra parte, dada la
facilidad técnica de administracion en aves adultas, asi como su futura aplicabilidad en la

industria avicola para la administracion a lotes de aves, se prefirio utilizar la via oral.

No obstante, es probable que la administracion oral de bacteriéfagos en forma efectiva
sea dificil, debido a las condiciones adversas encontradas dentro del tracto gastrointestinal. La
presencia de enzimas digestivas, condiciones variables de pH y otros compuestos como la bilis,
son comunmente detrimentales para la estructura de los bacteriéfagos. Dabrowska et al. (2005)
describieron que el niumero de bacteriéfagos disminuye significativamente entre pH 3 y 7, no
logrando sobrevivir a pH 2. De forma similar, Hudson et al. (2005) observaron que los
bacteriéfagos serian estables entre pH 5-8, aunque a bajas temperaturas este rango de pH
puede extenderse entre 4-10, existiendo una severa disminucion en los titulos bajo pH 3.
También Leverentz et al. (2001) sugirieron los efectos detrimentales de los rangos extremos de
pH sobre la efectividad de la fagoterapia ya que, tras la infeccion experimental de cortes de
frutas con S. Enteritidis, la aplicacion de bacteriéfagos fue capaz de reducir los recuentos

bacterianos sobre cortes de melén (pH 5,8), pero no sobre rebanadas de manzana (pH 4,2).

Aungue algunos bacteriéfagos han demostrado ser relativamente resistentes in vivo e in
vitro a rangos de pH éacido, para otros la neutralizacién del pH gastrico acido seria esencial para
su sobrevivencia tras la administracion oral. Al respecto, se ha demostrado que la penetracién
al torrente sanguineo por parte de los bacteriéfagos es mucho menos efectiva desde el

estdbmago que desde otras secciones del tracto gastrointestinal (Dabrowska et al., 2005).
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Koo et al. (2001) determinaron la viabilidad de 3 cepas de Vibrio vulnificus y fagos
especificos a ellas, durante la exposicion a un completo modelo mecéanico gastrointestinal por 9
horas a 37 C, con o sin la administracién de antid cidos (hidroxido de aluminio e hidréxido de
magnesio). Sin la administracion de antiacidos, los bacteriéfagos fueron completamente
eliminados dentro de 45 minutos en el compartimiento géstrico (disminucién de pH de 5,1 a 2,5)
y disminuyeron casi 2 log;o UFP/mL después de 9 horas en el compartimiento intestinal (pH 7).
Por el contrario, con la administracion de antiacidos, los titulos iniciales de bacteriéfagos
sufrieron una ligera disminucion (menor a 1 log,, UFP/mL) después de 2 horas en el
compartimiento gastrico (disminucion de pH de 7,7 a 6,0) y una disminucién menor a 1 10og:o
UFP/mL después de 9 horas en el compartimiento intestinal (pH 7,6). Ademas, en forma
comparativa a sus respectivas bacterias hospederas, los bacteriéfagos estudiados mostraron

una mayor acido-resistencia en el compartimiento gastrico.

De forma similar, Smith et al. (1987) demostraron que la adicién de carbonato de calcio a
suero de leche inoculado con bacteriéfagos liticos contra E. coli enteropatdgena, mejoré la
sobrevivencia de los fagos, de modo que su nimero en el intestino delgado de terneras, 5 6 10
horas después de su ingesta fue, aproximadamente, 4 6 5 veces mayor respecto a los grupos
controles sin antiacido en el lactosuero. En este mismo estudio, se demostré que el tiempo de
sobrevivencia de los bacteriéfagos a 37 € en suero lacteo a pH 2 fue de 0,5-5 minutos,
comparado a los 5-60 minutos de sobrevida de la bacteria hospedera, sugiriendo que, al
contrario del estudio de Koo et al. (2001), los bacteri6fagos utilizados fueron menos acido—

resistentes que sus respectivas bacterias hospederas.

Aln cuando la mayoria de los estudios efectuados en pollos no tomaron en cuenta este
factor dentro del disefio experimental, otros autores si consideraron importante la administracion
de soluciones antiacidas junto a los bacteriéfagos. Al respecto, Higgins et al. (2007), en pavos
de 2 dias de edad, administraron 0,25 mL de hidroxido de magnesio 5 mM por via oral, 30
minutos antes de la administracion oral de los bacteriéfagos (administrados 48 horas post
infeccién con S. Enteritidis), los cuales ademas fueron asociados a 0,25 mL de hidréxido de
magnesio 1 mM. Los resultados mostraron que el grupo que recibié soélo bacteriéfagos no logro
reducir los recuentos bacterianos cecales, a diferencia del grupo que recibié la fagoterapia
asociada a antiacidos, donde se obtuvieron reducciones menores a 1 log;, UFC/g en los
recuentos a las 6, 12 y 24 horas post infeccion, aunque estas diferencias no fueron significativas
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respecto al grupo control de infeccidn sin fagoterapia. También Atterbury et al. (2007) asociaron
la fagoterapia a un antiacido (carbonato de calcio) en pollos broiler de aproximadamente 1 mes
de vida, logrando reducir la colonizacioén cecal de S. Enteritidis por sobre 4,2 log,, UFC/g y de
S. Typhimurium por sobre 2,9 log;, UFC/g, dentro de 24 horas, respecto a sus respectivos
grupos controles. No obstante, estos autores no consideraron en el disefio experimental la

presencia de grupos controles sin antiacidos, con los cuales realizar una comparacién objetiva.

Estudios realizados sobre 2 de los bacteriéfagos utilizados en esta experiencia (IF1 y
f18), trabajados en un gradiente de pH, mostraron que los titulos iniciales de ambos (levemente
mayores a 10° UFP/mL) se mantienen relativamente estables entre pH 7 y 11, disminuyendo
levemente a partir de pH 5. A pH 2, los titulos del fago IF1 desaparecen totalmente y los del

fago f18 disminuyen en 7 log;o UFP/mL aproximadamente °.

La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que todas las secciones del canal
alimenticio de la gallina son generalmente acidas, con los pH superiores registrados en los
intestinos (pH 5,6-7,2) y los inferiores en la molleja (pH 2,0-3,5), aunque se ha demostrado que
el pH del tracto digestivo no es estatico, sino que cambia continuamente. La mayor acidez de la
bilis aviar (pH 5,0-6,8), la mayor secrecion de jugo gastrico (8,8 mL por kilogramo de peso
corporal por hora) y la mayor concentracion de 4cido clorhidrico en éste, pueden explicar en
parte el pH inferior del tubo digestivo, respecto a los mamiferos. También se ha demostrado que
la produccion de metabolitos acidos por parte de la flora microbiana disminuye el pH en el
buche, los ciegos y el colon (Sturkie, 1981).

Por el contrario, el pollo joven no tiene la capacidad de producir suficiente &cido
clorhidrico como para mantener el pH del tracto digestivo dentro de rangos tan acidos como la
ave adulta, siendo también menor la secrecion y actividad enzimatica. Ademas, al momento de
nacer el pollo posee un tracto digestivo practicamente estéril, comenzando el establecimiento
de la microflora bacteriana durante los primeros dias de vida. Por todo esto, el pH del tracto

digestivo en las aves jovenes se mantiene en un rango aproximado de 5,5-6,0 (Rosales, 2005).

Estas diferencias en las condiciones bioquimicas del tracto digestivo aviar, asociadas a

la edad, pueden explicar el éxito de la fagoterapia al ser aplicada en pollos de pocos dias de

% Robeson, J. 2008. [comunicacién personal]. Pontificia U. Catélica Valparaiso, Instituto Biologia.
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vida (Huff et al., 2003; Huff et al., 2005; Toro et al., 2005; Atterbury et al., 2007; Filho et al.,
2007; Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al., 2009). Asi mismo, las condiciones
extremas presentes en el tracto digestivo de las aves adultas, considerando ademas el
comportamiento de los bacteriéfagos utilizados a los rangos de pH acido, explicarian la poca
efectividad de la fagoterapia oral obtenida en este estudio, ya que la sobrevivencia de los
bacteri6fagos en el tracto digestivo de aves adultas seria insuficiente como para reducir en

forma significativa los recuentos de S. Enteritidis.

Por otra parte, la temperatura tipica de las gallinas se encuentra entre 40,6-42 T, es
decir, tan solo 3-5 T por debajo del nivel en el c ual las proteinas empiezan a desnaturalizarse.
Al nacimiento, la temperatura corporal del pollo es de 37,6 C, bastante menor respecto a las
aves adultas, y s6lo a partir de los 22—-35 dias de vida su temperatura corporal aumenta hasta
estabilizarse en 41-42 T (Estrada y Marquez, 2005) .

Los estudios realizados a los fagos IF1 y f18 mostraron una reduccién en el porcentaje
de bacteri6fagos activos entre un 10-60% al ser sometidos a una temperatura de 45 <C,
respecto a sus niveles basales a 37 T °. Por lo tanto, la temperatura interna de las aves adultas
también pudo reducir la sobrevivencia de los bacteriéfagos en el organismo y, por lo tanto,
limitar el éxito de la fagoterapia. Al contrario, este factor no habria limitado el éxito obtenido en
aves jovenes, ya que la mayoria de los estudios han utilizado pollos menores de 20 dias de
edad (Huff et al., 2003; Huff et al., 2005; Toro et al., 2005; Atterbury et al., 2007; Filho et al.,
2007; Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al., 2009).

En el presente estudio, también es posible que algun porcentaje de S. Enteritidis en los
ciegos no estuviera en crecimiento, o bien, estuviera en un estado fisiolégico en el cual no
expresan receptores para bacteriéfagos a la misma tasa a la cual o hacen en su crecimiento
exponencial en medios liquidos. Al respecto, Poulsen et al. (1995) sefialaron que E. coli BJ4
existe en dos subpoblaciones en el intestino grueso de ratones. La poblacidn asociada al mucus
intestinal crece a un tiempo de generacion estimado de 40 a 80 minutos, mientras que la
poblacién en el lumen intestinal se mantiene esencialmente estatica. Si una situacion similar
pudiera aplicarse a Salmonella, las bacterias en el lumen no serian hospederos productivos

para los fagos debido a su crecimiento limitado, lo que implica una menor sintesis de receptores

% Robeson, J. 2008. [comunicacién personal]. Pontificia U. Catélica Valparaiso, Instituto Biologia.
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de superficie y de bateria enzimatica replicativa. Por otra parte, las bacterias de crecimiento
rapido, asociadas al mucus intestinal, estarian rodeadas por un medio viscoso que limitaria la
difusion de los fagos. Joerger (2003) también describe que la viscosidad del contenido intestinal
parece disminuir la probabilidad de colisiones entre bacterias y bacteriéfagos; adicionalmente, el
gran numero de bacterias presentes en ciertos segmentos del tracto intestinal podria ser una
barrera mecanica para la difusion de los fagos, por cierto menos marcada en aves jovenes. No
obstante, es presumible que el efecto fisico de estas barreras podria compensarse, en parte,
aumentando la cantidad numérica de los fagos administrados. De hecho, la aplicacién de

fagoterapia necesariamente requiere de multiplicidades de infeccion (MOI) altas.

En este estudio, la eleccion de una MOI de 10° UFP fue sustentada por trabajos previos
realizados a nivel nacional, los cuales utilizando la misma cepa bacteriana, obtuvieron exitosos
resultados usando estas proporciones bacteri6fago—bacteria en aves de corta edad (Albala,
2007; Borie et al., 2008a; Borie et al., 2008b; Borie et al., 2009). Asi mismo, elevadas
multiplicidades de infeccion (10°-10° UFP) han sido utilizadas contra diversas bacterias
patdgenas a nivel internacional, tales como E. coli, S. Enteritidis, S. Typhimurium y C. jejuni, en
modelos animales y en la industria alimentaria (Modi et al., 2001; Fiorentin et al., 2005a;
Fiorentin et al., 2005b; Higgins et al., 2005; Huff et al., 2005; Atterbury et al., 2007; Filho et al.,
2007; Bigwood et al., 2008).

No existen estudios similares realizados en aves adultas, con los cuales comparar
objetivamente este parametro, aunque probablemente la utilizacion de una MOI mayor podria
arrojar resultados mas exitosos. No obstante, las capacidades técnicas de esta investigacion,
asi como las limitaciones fisiol6gicas del modelo animal utilizado, hicieron imposible obtener
una MOI mayor a 10°® UFP (es decir, lograr una concentracién de bacterié6fagos mayor a 10
UFP/dosis en un volumen tolerado por las aves), debido a la elevada dosis bacteriana necesaria

para la infeccién de las gallinas (mayor a 10® UFC/dosis/ave).

Otra posible explicacion para la falta de eficacia de la fagoterapia aplicada en este
estudio, es la adquisicion de resistencia a los fagos por parte de la poblacion bacteriana blanco
(Higgins et al., 2007). La exposicién de una poblacion bacteriana relativamente grande a la
accion de bacteriofagos podria llevar a la seleccion de bacterias resistentes a éstos,
particularmente si la fagoterapia es sustentada so6lo sobre una especie fagica. La fago—
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resistencia puede surgir por multiples vias; algunos mecanismos se basan en la mutacion de
genes existentes en la bacteria, mientras que otros genes son adquiridos desde el material
genético de otras bacterias o bacteriéfagos, resultando en modificaciones fenotipicas de los
receptores utilizados por los fagos para su unién a la célula hospedera (Levin y Bull, 2004). Adn
cuando el fenébmeno de resistencia bacteriana no fue comprobado en este estudio, es poco
probable que haya ocurrido, debido a la utilizacién de una mezcla de 3 bacteriéfagos, lo cual
disminuye enormemente la posibilidad de adquisicion de resistencia por parte de la poblacion

bacteria blanco a todos los fagos en forma simultdnea (Borysowski et al., 2006).

La falta o pérdida de especificidad de hospedero por parte de los bacteriéfagos, también
podria explicar la poca efectividad obtenida en algunos estudios de fagoterapia (Higgins et al.,
2007). No obstante, Robeson et al. (2008) describieron la capacidad litica de los 3 fagos usados
en este estudio, demostrandose su especificidad y estrecho rango de hospedero, infectando
eficientemente sélo cepas de S. Enteritidis y algunos otros pocos serotipos del género, siendo

incapaces de lisar bacterias entéricas de la microflora normal proveniente de aves sana.

Respecto al estudio bacteriolégico de huevos, durante esta experiencia no fue posible
detectar S. Enteritidis en ninguna de las muestras procesadas. Sin embargo, se logré aislar la
bacteria desde un conjunto de huevos internos (recolectados directamente desde el oviducto

durante la necropsia de las aves), provenientes del grupo control de infeccion.

Estos resultados coinciden con varios estudios realizados previamente a nivel
internacional. Por ejemplo, Barrow y Lovell (1991) infectaron gallinas ponedoras por via
intravenosa con S. Enteritidis PT4 (10°-10° UFC/dosis/ave), no logrando aislar la bacteria de un
total de 810 huevos. En un segundo ensayo, los autores administraron la bacteria por via oral
(10® UFCl/dosis/ave), logrando sélo un 0,3% de infeccién en el contenido de los huevos; sin
embargo, este porcentaje de infeccion se elevé a un 6% cuando se consider6 el huevo
completo (incluyendo la cédscara). Ya que obtuvieron un 30% de infeccion ovarica, pero muy
pocos huevos contaminados al no considerar la céscara, los autores concluyeron que la
contaminacion de los huevos fue producida principalmente por la deposicién de la bacteria

sobre la cascara de los huevos.
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Shivaprasad et al. (1990) infectaron gallinas de 18 meses de edad con S. Enteritidis, por
via oral (4 x 10® UFC/dosis/ave) e intravenosa (2 x 10° UFC/dosis/ave), no lograndose el
aislamiento de la bacteria desde el contenido de los huevos muestreados (sélo yemas), aunque
fue detectada en 2 cédscaras. En una segunda experiencia, los autores infectaron gallinas de 18
meses de edad por via oral (10* UFC/dosis/ave), intravenosa (10° UFC/dosis/ave) e intracloacal
(5 x 10" UFC/dosis/ave), no logrando aislar la bacteria desde el contenido (albimina y yema) de
los huevos recolectados, aunque fue detectada en la cascara de 8-10 huevos en cada grupo
experimental. Keller et al. (1995) tampoco lograron el aislamiento de S. Enteritidis desde el
contenido de huevos frescos hasta los 20 dias post infeccidn, tras inocular gallinas de 23-25

semanas con 10® UFC/dosis/ave, por via oral.

Una visién distinta ha sido propuesta por varios estudios donde la infeccién experimental
de aves adultas ha generado la oviposicién de un significativo nUmero de huevos contaminados
en su interior, aunque sélo por un limitado periodo de tiempo tras la inoculacion. Gast y Beard
(1990a) inocularon oralmente aves adultas con S. Enteritidis fagotipo 13a (PT13a) (10°
UFC/dosis/ave); durante las primeras 4 semanas de estudio, la bacteria fue aislada, en forma
excepcional, desde el 10% de las cascaras, el 19% de las albuminas y el 16% de las yemas,
detectandose la contaminacion interna hasta el dia 23 post inoculaciéon. Tendencias similares
han sido observadas en varios estudios, aunque la produccion de huevos contaminados, en la
mayoria de los ensayos, ha sido relativamente baja. Timoney et al. (1989) infectaron gallinas
por via oral con S. Enteritidis PT4 (10° UFC/dosis/ave), aislando la bacteria a una frecuencia

levemente mayor al 1% en yemas y albuminas desde los dias 2—13 post inoculacion.

La ausencia de positividad a Salmonella en todos los conjuntos de huevos frescos
ovipuestos por las aves, pudo explicarse por la baja invasividad de la cepa bacteriana utilizada.
Informacion complementaria al estudio mostré que la cepa desafio, a la dosis utilizada, sélo
logré un 43,33% de infeccidon en tejidos reproductivos (ovario y/o oviducto) en el grupo control

de infeccién, a pesar de lograr un 100% de infeccion a nivel cecal *.

Borie et al. (2008a) utilizando la misma cepa de este estudio en pollos SPF de 10 dias, a
una dosis de 9,6 x 10° UFC/dosis/ave, lograron un 77,2% de infeccion en 6rganos internos

(“pool” de corazon, higado y bazo) con un 100% de infeccidn intestinal. Ademas, utilizando la

* Borie, C. 2008. [comunicacion personal]. U. Chile, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias.
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misma cepa bacteriana a una dosis de 2,95 x 10° UFC/dosis/ave, los autores obtuvieron un
62% de infeccion en 6rganos internos, con un 100% de infeccion cecal, en pollas White—
Leghorn de 7 dias (Borie et al., 2009). Los resultados de estos autores corroboran la baja
invasividad de la cepa bacteriana utilizada, al ser comparada con otros estudios donde se ha

conseguido hasta un 100% de infeccion en érganos internos (Fiorentin et al., 2005b).

Segun Gast et al. (2003a), las cepas de S. Enteritidis pueden ser adaptadas a los
organos reproductivos de la gallina a través de una serie de pasajes in vivo y el posterior
reaislamiento desde los tejidos reproductivos, logrando esto una mayor eficiencia de infeccion
en 6rganos reproductivos y huevos. No obstante, estudios realizados en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso, demostraron que la cepa
bacteriana usada en esta experiencia pierde sensibilidad a la accion de los fagos por sobre el
pasaje 9, razén por la cual no se aumentd el nimero de pasajes °.

Existe escasa informacion sobre los mecanismos de colonizacién de S. Enteritidis en los
organos reproductivos de aves adultas. No obstante, es importante sefialar que la capacidad de
las distintas cepas de S. Enteritidis para colonizar los tejidos reproductivos, no sélo se relaciona
con su capacidad de invasion sistémica, sino también con otros factores, no del todo
comprendidos, tales como la expresion de determinados factores de virulencia o bien la
regulacion de los mecanismos de virulencia conocidos; al respecto se ha propuesto la expresion
de la fimbria tipo 1 o la composicién del lipopolisacarido (LPS) (Guard—Petter, 2001; De Buck et
al., 2004b; De Buck et al., 2004c). De hecho, la habilidad de las distintas cepas de S. Enteritidis
para invadir 6rganos internos (tales como higado y bazo) no siempre ha sido correlacionada con
una alta frecuencia de contaminacion interna de los huevos (Gast y Beard, 1992a). Asi mismo,
la presencia de este patdgeno en los tejidos reproductivos, aun en altos niveles, no es suficiente

para garantizar la contaminacién de los huevos ovipuestos (Barrow y Lovell, 1991).

También es importante destacar que el disefio de las jaulas experimentales redujo al
minimo la probabilidad de contaminacion fecal de la superficie de los huevos, lo cual asociado a
su temprano procesamiento (menos de 24 horas post oviposicion), disminuyd en forma
considerable la probabilidad de contaminacion externa y posterior penetracion de la bacteria a

través de la cascara.

® Robeson, J. 2008. [comunicacién personal]. Pontificia U. Catélica Valparaiso, Instituto Biologia.
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No obstante, ain cuando no fue posible aislar la bacteria desde el contenido de los
huevos, esto no asegura su total esterilidad, ya que usualmente la infeccion interna de éstos es
a muy bajas concentraciones bacterianas (Gast, 2007). Al respecto, Gast y Beard (1992b)
reportaron que los recuentos de S. Enteritidis en el contenido liquido de huevos ovipuestos por
gallinas experimentalmente infectadas, fueron aproximadamente de 6 UFC/mL. También Gast
et al. (2002) registraron recuentos bacterianos menores a 1 UFC/mL de contenido liquido, en

huevos provenientes de gallinas infectadas en forma experimental.

Para favorecer el aislamiento de S. Enteritidis en huevos, Gast (2007) recomienda
agrupar el contenido de 10-20 huevos para el muestreo, seguido por la incubacion en medios
de enriquecimiento o suplementos de fierro, para soportar el crecimiento de la poblacién
bacteriana a un nivel detectable por los métodos de cultivo tradicional. Ademas, el autor sefala
que el método requeriria de varios dias para dar por negativa una muestra (incluso mas de 7

dias).

En el presente estudio, aun cuando las muestras fueron hechas a partir del contenido de
10 huevos y fueron incubadas en medios de enriquecimiento por hasta 72 horas, el método
empleado pudo haber sido insuficiente para elevar los bajos recuentos bacterianos iniciales a
un nivel detectable bajo el protocolo y capacidades técnicas del laboratorio. Por lo tanto, la
sensibilidad del cultivo tradicional de Salmonella spp. con la cual se realizé esta experiencia

(210% UFC/mL) pudo haber sido insuficiente para detectar recuentos bacterianos tan bajos.

Actualmente existen métodos mas rapidos para el diagndstico de S. Enteritidis aplicables
en huevos, tales como la hibridaciébn con sondas genéticas o ELISA ("enzyme-linked
immunosorbent assay"), pero aun no han logrado reemplazar los métodos de cultivo tradicional
en la mayoria de los estudios efectuados. Las principales desventajas de estos métodos radican
en su alto costo, asi como su nivel de sensibilidad comparable a los métodos de cultivo
tradicional, por lo cual no logran eliminar el paso de enriquecimiento en medios de cultivo. La
reaccion de polimerasa en cadena (PCR) muestra un elevado nivel de sensibilidad para el
diagnoéstico de S. Enteritidis, al compararla con los métodos de cultivo tradicional, no obstante,
también seria necesario el cultivo en medios de enriquecimiento para obtener resultados

seguros; ademas, su alto costo limita su aplicacion a gran escala (Gast, 2007).
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Keller et al. (1995) indicaron la mayor frecuencia de aislamiento de S. Enteritidis desde
huevos internos (en formacion en el tracto reproductivo), respecto a los huevos ya ovipuestos,
en gallinas experimentalmente infectadas. Alun cuando en el presente estudio sélo se obtuvo
positividad a partir de una muestra de huevos internos proveniente del grupo control de
infeccion, los resultados no son comparables con la experiencia de Keller et al. (1995), ya que
estos autores muestrearon los huevos junto a los tejidos oviductales que los contenian; por el
contrario, el presente estudio sélo considero las yemas, albiminas y membranas de la cascara,
asi como las céscaras en depdsito dentro del Utero, separdndolos completamente del tejido
oviductal asociado. No obstante, es muy probable que la presencia de anticuerpos, enzimas
antibacterianas, secuestradores de fierro e inhibidores de proteasas bacterianas, en la yema y
albimina, sean altamente capaces de controlar el desarrollo de S. Enteritidis dentro del huevo
antes que la cascara sea completamente depositada y el huevo ovipuesto (Kim et al., 1989;
Humphrey et al., 1991; Keller et al., 1995).

La edad de las gallinas contintia siendo un factor poco claro en la incidencia de infeccion
de los huevos, aunque seria un factor importante para la penetracion de S. Enteritidis a través
de la cascara. Al respecto, la mayoria de los estudios demuestran que la edad del ave afecta
considerablemente la calidad de la cascara (determinada mediante gravedad especifica, peso y
grosor), la cual se deteriora conforme avanza la edad del lote de gallinas, favoreciendo la
penetracion bacteriana. Es asi como Sauter y Petersen (1974), tras sumergir huevos en una
solucién con Salmonella a una concentracion de 10* UFC/mL, hallaron una contaminacion
promedio de 47,5%, 21,4% y 10% para varias salmonelas, en huevos con céscara de calidad

baja, intermedia y excelente (gravedad especifica de 1.070, 1.080 y 1.090, respectivamente).

Debido a la pérdida de calidad de la cascara con la edad de las gallinas, se incrementa
el numero de huevos agrietados. Asi mismo, la presencia de grietas en la cascara es el factor
mas fuertemente correlacionado con la penetracion bacteriana a través de ella; al respecto,
Messens et al. (2005b) demostraron que el 93% de los huevos agrietados desafiados fueron
penetrados por S. Enteritidis. Por otra parte, la deposicion de cuticula sobre la cascara también
ha mostrado disminuir conforme avanza la edad del lote de aves (Sparks y Board, 1984;
Messens et al., 2005b), permitiendo la exposicidn de un mayor nimero de poros, los cuales
podrian eventualmente ser sitios de penetracién bacteriana. Al respecto, Alls et al. (1964)

demostraron que la remocién quimica de la cuticula incrementa la contaminacion bacteriana en
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un 40%. En forma similar, De Reu et al. (2006) demostraron que la deposicién de cuticula es
menor en las cascaras de huevo penetradas por bacterias, respecto a las céscaras no
penetradas (p < 0,001). También la porosidad de la cascara se incrementa con la edad de la
gallina, sin embargo, alin cuando los poros representan portales de entrada para diversos
microorganismos, la penetracion bacteriana no ha sido correlacionada con el nimero de poros

en la mayoria de los estudios (Nascimento et al., 1992; Messens et al., 2005a).

Hasta la fecha, los estudios realizados para evaluar el efecto de la edad de la gallina
sobre la contaminacion bacteriana del huevo han sido poco claros, y no siempre han mostrado
correlacionarse de forma logica. Por ejemplo, Humphrey et al. (1989) inocularon gallinas de 18
semanas de edad con S. Enteritidis PT4 (10° UFC/dosis/ave), logrando la produccion de huevos
contaminados en su interior por 30 dias post inoculacion, a una frecuencia promedio del 1%; no
obstante, el mismo protocolo de infeccion en aves de 52 semanas de edad, no logré la
produccién de huevos contaminados. De forma similar, Gast et al. (2004) desafiaron gallinas de
28 y 33 semanas de edad con S. Enteritidis (1,5 x 10° UFC/dosis/ave), logrando hasta un 7,05%
de aislamiento desde el contenido de los huevos, mientras que, un afio después, inocularon
gallinas de 30 y 42 semanas de edad con la misma dosis, obteniendo hasta un 8,84% de

aislamiento desde huevos internos (Gast et al., 2005).

Sin embargo, otros estudios han demostrado la mayor contaminaciéon de los huevos
conforme aumenta la edad de las aves. Nascimento et al. (1992), demostraron un aumento en
la penetracion de S. Enteritidis a través de la cascara desde un 12,9% (al inicio de la postura)
hasta un 25% (al final de la postura), tras sumergir los huevos en una suspension con 3 x 10°
UFC/mL. De Reu et al. (2006) observaron un leve incremento en la contaminacién de huevos
enteros desde un 13, 13 y 15% a las semanas 34, 46 y 60, hasta un 26 y 20% en las semanas
69 y 74, respectivamente, tras la inmersién de los huevos durante 1 minuto en una solucién con
varias especies bacterianas a una concentracion de 10°-10° UFC/mL. También Jones et al.
(2002), tras sumergir los huevos en una solucién con S. Enteritidis (10° UFC/mL) durante 10
segundos e incubarlos a 26 T por 5 semanas, demostraron que la contaminacién bacteriana
de la camara de aire, membranas de la cdscara y el contenido del huevo, fue més frecuente en
huevos provenientes de aves de 84 semanas, respecto a los huevos ovipuestos por aves

menores de 58 semanas.
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No obstante, es importante destacar que la mayoria de los estudios dedicados a evaluar
la penetracion bacteriana a través de la cascara, consideran en sus protocolos la seleccion de
huevos con buena calidad de céscara, desechado todos aquellos que presentan anomalias o
grietas, tras su evaluacion visual simple y a través de ovoscopia. Por lo tanto, estos estudios
podrian estar subestimando la penetracion bacteriana en huevos provenientes de aves viejas,

por lo cual sus resultados deben ser discutidos con discrecion.

Durante la experiencia, el porcentaje de postura gallina/dia mostré un incremento en el
tiempo, siendo mayor hacia el final del estudio respecto al comienzo del mismo. Esta diferencia
estadistica (p < 0,05) pudo deberse a la edad de las gallinas al momento del estudio, cercana al
peak de postura (aproximadamente a las 24 semanas de edad; Hy-Line International, 2009),
por lo cual es esperable un incremento de la postura en la medida que se acercan a esta edad.

Al analizar el porcentaje de postura gallina/dia previo al desafio bacteriano (promediado
durante los 3 dias previos a la infeccion), no se hallaron diferencias estadisticas entre ambos
grupos, siendo de un 85,56% para el grupo control de infecciéon y de un 83,33% para el grupo
tratado con bacteriéfagos (p = 0,7415). No obstante, al comparar este parametro luego del
desafio bacteriano (promediado durante los 10 dias posteriores a la infeccién), se comprobd
que el porcentaje de postura fue significativamente menor en el grupo control de infeccién
(87,67%), respecto al grupo tratado con fagos (97,33%) (p = 0,0054).

En la mayoria de los estudios, la infeccién con S. Enteritidis no ha sido asociada a
consecuencias productivas ni efectos clinicos en aves maduras. Es asi como Timoney et al.
(1989) y Humphrey et al. (1989) inocularon gallinas por via oral con S. Enteritidis PT4 (10°
UFC/dosis/ave) y aunque la bacteria fue aislada en la mayoria de los ovarios y oviductos de las
aves, la produccién total de huevos no fue afectada, asi como tampoco se observaron signos
clinicos ni lesiones. Shivaprasad et al. (1990) desafiaron a gallinas por via oral con S. Enteritidis
fagotipo 8 (10° UFC/dosis/ave), tampoco mostrando éstas efectos clinicos o productivos
evidentes. En forma similar, Keller et al. (1995) infectaron oralmente gallinas ponedoras de 23 a
25 semanas de edad con S. Enteritidis (102 UFC/dosis/ave), no observando cambios de

comportamiento ni efectos clinicos o productivos en las aves inoculadas.
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Por el contrario, en otros estudios la infeccién de gallinas con S. Enteritidis ha disminuido
significativamente la produccién de huevos. Gast y Beard (1990a) desafiaron por via oral a
gallinas de 27 a 62 semanas de edad con S. Enteritidis PT13a (10° UFC/dosis/ave), con lo cual
disminuyé por varias semanas la produccion de huevos en un 10-30%. Shivaprasad et al.
(1990) inocularon gallinas por via intravenosa con S. Enteritidis (2 x 10°® UFC/dosis/ave),
observandose una fuerte disminucién en la produccion de huevos por 14 dias, la cual sélo se
normalizé a los 42 dias post infeccion. También Barrow y Lovell (1991) desafiaron gallinas por
via intravenosa con S. Enteritidis PT4 (10° UFC/dosis/ave), con lo cual disminuy6 la produccién

de huevos en un 10% y sélo fue normalizada 4 semanas post infeccion.

Parker et al., han observado que algunas cepas de S. Enteritidis que producen
lipopolisacarido (LPS) de alto peso molecular (HMM-LPS) podrian alterar la funcionalidad del
tracto reproductivo de las gallinas bajo ciertas circunstancias. Aunque los pollos son
inusualmente resistentes al efecto deletéreo del LPS, comparado con algunos mamiferos, estos
autores demostraron que tras la inoculacién subcutanea de S. Enteritidis (10® UFC/dosis/ave),
el HMM-LPS indujo la involucion del tracto reproductivo de las gallinas. Ademas, notaron que
las cascaras de los huevos ovipuestos por las gallinas desafiadas fueron mas delgadas de lo

normal, obteniéndose a veces huevos descalcificados (Parker et al., 2001; Parker et al., 2002).

Resultados adicionales obtenidos en el presente estudio, mostraron que la incidencia de
infeccidn y los recuentos de S. Enteritidis en tejidos reproductivos fueron mayores en el grupo
control de infeccion, respecto al grupo tratado con bacteri6fagos, siendo estos resultados
estadisticamente diferentes a nivel del ovario (p = 0,0489) ®. Ademas, después del desafio
bacteriano se obtuvieron 4 huevos descalcificados y 1 huevo macroscépicamente contaminado
en el grupo control de infeccién, no observandose estas alteraciones en el grupo tratado con
bacteri6fagos. En base a todos estos datos, y considerando la ausencia de manifestaciones
clinicas en las aves infectadas, es probable que la menor produccion de huevos en el grupo
control de infeccién se haya relacionado con la mayor infeccién de S. Enteritidis a nivel de los
tejidos reproductivos. Estas diferencias productivas no fueron observadas en el grupo tratado
con bacteriéfagos, ya que como fue comprobado, mostré una menor incidencia de infeccién y
menores recuentos bacterianos a nivel reproductivo, probablemente debido al efecto protectivo

de la fagoterapia sobre estos tejidos, disminuyendo la infeccion de S. Enteritidis.

® Borie, C. 2008. [comunicacion personal]. U. Chile, Fac. Cs. Veterinarias y Pecuarias.
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Es importante sefialar que no se logro aislar S. Enteritidis en las aves que no recibieron
la cepa desafio ni fagoterapia (control sano), asi como tampoco en aquellas que sélo recibieron
la fagoterapia (control inocuidad de bacteriéfagos), con lo cual se descarta la posibilidad de
contaminacién cruzada entre los grupos experimentales. Por otra parte, los bacteriofagos
resultaron inocuos en las aves que sélo recibieron la fagoterapia, no mostrando cambios
conductuales durante la experiencia, ni lesiones macroscoépicas al momento de la necropsia.
Con esto se comprueba la inocuidad de los fagos en organismos mayores, como ya ha sido
documentado en otros ensayos realizados en seres humanos y animales (Sulakvedize et al.,
2001; Summers, 2001; Borysowski et al., 2006; Skurnik y Strauch, 2006; Fortuna et al., 2008).

Los resultados del presente estudio demuestran que, bajo el modelo experimental
utilizado, los bacteriéfagos no fueron capaces de reducir en forma significativa la colonizacion
cecal de S. Enteritidis en gallinas de postura. Sin embargo, dados los buenos resultados
obtenidos a nivel nacional e internacional en aves jévenes, seria importante identificar e
investigar aquellos posibles factores que limitaron la efectividad de la fagoterapia en gallinas de
postura, dada su importancia epidemiolégica en los brotes de salmonelosis producidos en la
poblaciéon humana. En un futuro préximo, en la medida que la fagoterapia en aves adultas sea
perfeccionada, podria proyectarse como una herramienta adicional para el control de la

salmonelosis en la industria avicola y, consecuentemente, en la poblacion humana.

Por ultimo, cabe sefialar que aun se requiere investigacion adicional para evaluar la
aplicabilidad de la fagoterapia contra otras bacterias patégenas y sobre otros modelos animales,
incluyendo el ser humano, con el objetivo de ampliar las opciones profilacticas y terapéuticas
actualmente existentes, particularmente contra aquellas bacterias patdgenas donde las medidas

aplicadas han resultado insuficientes para su adecuado control.
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CONCLUSIONES

La dosis minima infectante establecida para la cepa Salmonella Enteritidis nal' rif' pasaje
9, administrada por via oral en gallinas de postura Hy-Line Brown de 22 semanas de
edad, fue de 2,4 x 10°® UFC/dosis/ave.

La mezcla de bacteriéfagos liticos administrada en forma profilactica por via oral, no
logré reducir la incidencia de infeccidn cecal en gallinas de postura experimentalmente

infectadas con S. Enteritidis.
La mezcla de bacteriéfagos liticos administrada en forma profilactica por via oral, no
logré reducir los recuentos bacterianos de S. Enteritidis a nivel cecal en forma

significativa (p = 0,0961).

No se logré establecer la incidencia de infeccion de S. Enteritidis en huevos frescos

provenientes de gallinas de postura experimentalmente infectadas.
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