UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS Y PECUARIAS
ESCUELA DE CIENCIAS VETERINARIAS

PROBIOTICO Y BACTERIOFAGOS COMO BIOCONTROLADORES
DE LA COLONIZACION DE Salmonella Enteritidis EN POLLOS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS.

FRANCISCA IGNACIA SANTIBANEZ PINTO

Memoria para optar al Titulo
Profesional de Médico Veterinario.
Departamento de Medicina
Preventiva Animal.

PROFESOR GUIA: DRA. MARIA LUISA SANCHEZ CHONG. MV. M.Sc.

SANTIAGO, CHILE
2008



INDICE

Paginas
RESUMEN.....coootiiiieiressesssststes s eesee s sesses s st st ssssas s esssssnssnsn s senssnanens 1
SUMMARY ....oovirieieiieiesessses s ses s s s aasse s sttt sn s s assasesssesensnsnsees 3
INTRODUCCION......cooieiiieecteiieetesecesies e teses st en st s st enes st easnens 5
REVISION BIBLIOGRAFICA........oiivoeeeeceeeeeeeees st ess s senes s, 7
HIPOTESIS. ..ottt ettt s sttt s st s st senees 46
(0] == 1 1V 1O 46
MATERIAL Y METODOS........cooiiiiieiriieiisiesesseesessssssessessessesssessesssssesses s 47
RESULTADOS. ..ottt se sttt en s 57
DISCUSION. ..ottt sttt ens sttt s st s s anennans 64
(0] N [1 IU ] (0] V] =5 72

BIBLIOGRAFIA. ..ottt 73



Trabajo realizado con el financiamiento de proyecto Fondecyt n® 1060569.



RESUMEN

Salmonella spp., principalmente el serotipo Enteritidis, causa serios problemas en
la salud humana y animal, tanto en el pais como en el mundo, ademas de grandes costos
econémicos. En aves, se promueven medidas de control, particularmente la disminucion de

su colonizacion.

Este trabajo, realizado en pollas Leghorn comerciales experimentalmente
infectadas, aplica dos biocontroladores, un probidtico y una mezcla de bacteri6fagos
nativos especificos contra Salmonella Enteritidis (S.E.), para determinar si los resultados de
esta asociacion aumentan, mantienen o disminuyen la colonizacion del patégeno.
Complementariamente se determiné si esta asociacién produce un cambio del peso en las

aves.

Se trabajaron cinco grupos de aves comerciales Leghorn de un dia de edad cada
uno, un grupo que solo recibid probidtico, un grupo sélo con bacteriéfagos y un grupo con
probidtico mas bacteriéfagos. Otros dos grupos correspondieron a controles, sano sin
tratamiento, y control de infeccion que fue inoculado con la misma cepa desafio a los siete
dias de edad. Las aves de un dia de edad recibieron el probidtico via aerosol en dosis
Unica. La administracion de la mezcla de tres bacteriéfagos nativos se realizé a los seis dias
de edad, via aerosol, con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10° ufp. Los grupos
probidtico, bacteriofagos y probidtico mas bacteriéfagos, fueron inoculados con la cepa
desafio S.E. nal" rif" (2,95 x 10° ufc/mL) a los siete dias de edad.

A los 14 dias de edad se sacrificaron todas las aves, obteniéndose muestras
individuales de “pool” de érganos internos (higado, corazon y bazo) para bacteriologia

cualitativa y de ambos ciegos para bacteriologia cualitativa y cuantitativa.

Los resultados de bacteriologia cualitativa demostraron que el uso de probidtico
disminuy6 a 75,7% la incidencia de S. Enteritidis en relacion al grupo control de infeccién

(100%); la mezcla de bacteriofagos a 80% vy, cuando se utilizaron ambos biocontroladores



la incidencia bajé significativamente a 38,7% (P<0,0001). Ademas, entre los grupos de
aves con probi6tico y el grupo de aves con probidtico mas bacteridéfagos se observéd una
diferencia significativa en la incidencia de P=0,0027. Entre el grupo de aves con
bacteriofagos versus el grupo de aves con probidtico mas bacteriofagos también hubo
diferencia significativa en la incidencia (P=0,0010). Se demostré que si bien las terapias
individuales obtuvieron buenos resultados, cuando se administraron ambas, los resultados

se potenciaron.

Los resultados de bacteriologia cuantitativa demostraron que en relacion al grupo
control de infeccion, el recuento cecal de S. Enteritidis disminuyé en 1,69 logio con el uso
de ambos biocontroladores. Hubo diferencia significativa entre los grupos control de

infeccion y probidtico mas bacteriéfagos (P=0,0003).

En relacion a las diferencias de pesaje observadas en los grupos experimentales, el
grupos de aves con probidtico versus el grupo de aves con probidtico mas bacteriofagos

mostraron diferencia de solo 1,1 g. de aumento de peso por ave, a favor del primero.

Se concluye que tanto la terapia sélo con probidtico como la terapia s6lo con
bacteriofagos disminuyen efectivamente la colonizacién de S. Enteritidis y, al utilizar la
terapia probidtico asociado a bacteridéfagos los resultados se potenciaron. Por esto, el uso
en conjunto de ambos biocontroladores seria efectivo como método para disminuir o evitar
la colonizacion de S. Enteritidis en pollas Leghorn comerciales, presentandose como una

posible real herramienta para la mejorar la sanidad en la produccién avicola.



SUMMARY

Salmonella spp., mainly the serotype Enteritidis, cause serious health problems in
humans and animals around the world and also adding economical losses. Control

measures to diminish their colonization are promoted in poultry.

This research evaluated a probiotic and a mixture of specific natives bacteriophages
to control Salmonella Enteritidis (S.E.) in experimentally inoculated commercial Leghorn
chicks to determine if the results of this association will increase, maintain or decrease the
colonization of the pathogen. Also, if this applications produce a change in the weight of
the Leghorn chicks.

Five one-day old Leghorn chicks groups were used to work in this assay: a group
which received only probiotic, a group with only bacteriophages, a group with probiotic
plus bacteriophages. The other two were controls groups, healthy without treatment, and
infection control group which was inoculated with the same challenge strain when they
were seven days old. The one-day-old birds received the probiotic via spray with one dose.
The administration of a mixture of three native bacteriophages was made at the six days of
age with a multiplicity of infection (MOI) of 10° ufp, via spray. The probiotic,
bacteriophages, and probiotic plus bacteriophage groups were inoculated with S.E. nal" rif'

(2.95 x 10° ufc/mL) as challenge strain when they were seven days old.

When the birds were fourteen days old they were killed, obtaining from each one
samples of internal organs (liver, heart and spleen) for qualitative bacteriology, and from

cecae for both qualitative and quantitative bacteriology.

The results of the qualitative bacteriology demonstrated that the use of the probiotic
reduced to 75,7% the incidence of S. Enteritidis in comparative to the control infection
group (100%), the mixture of bacteriophages to 80% and when both biocontrollers were
used the incidence was reduced significantly to 38,7% (P<0,0001). Also a significant
difference in the incidence was observed (P= 0,0027) between the probiotic group and the

probiotic plus bacteriophage group. There was a significant difference between the



bacteriophage group versus the probiotic plus bacteriophage group (P=0,0010)
demonstrating that, even though the individual therapies had good results, when both were

administrated, the results were empowered.

The results of the quantitative bacteriology demonstrated that the cecal count of S.
Enteritidis diminished in 1,69 log;o using both biocontrollers in comparative to the control
infection group. There was a significant difference between the control infection group and

the probiotic plus bacteriophages group (P=0,0003).

In relationship to the differences of body weight observed in the probiotic group
versus the probiotic plus bacteriophages group, an average difference of only 1,1 g. more

per chick in the probiotic group was observed.

It could be concluded that the therapy of chickens only with probiotic and the
therapy only with bacteriophages decreases effectively the colonization of S. Enteritidis,
and when using both biocontrollers on chickens the results showed reinforcement effects.
For this reason, the use of both biocontrollers may be an effective method to avoid the
colonization of S. Enteritidis in commercial chickens and could be a real alternative for a
healthy poultry production.



INTRODUCCION

Salmonella spp. es una bacteria zoonotica actualmente descrita en todo el mundo y
ha sido catalogada como uno de los problemas mas importantes de salud publica, con un
costo econdmico elevado para muchos paises. Su serotipo Enteritidis (S.E.) es el mas
importante en torno a los brotes de toxiinfeccion; este serotipo, relacionado tanto a seres
humanos como a animales, es capaz de ser transmitido a los primeros a través de los

alimentos (ETA) como el huevo y la carne de ave.

El aumento actual de su aislamiento en el mundo y en el pais, junto a una alta
resistencia ante mdltiples antimicrobianos, ha llevado a la necesidad de blsqueda de
métodos que controlen la colonizacién, multiplicacion y diseminacién de Salmonella
Enteritidis, que puedan ser utilizados como herramientas tanto en la produccion de aves y

huevos, como en la prevencion de casos clinicos en salud pablica.

Se han investigado diferentes formas de control de salmonelosis en aves como
Vacunacion, Prebioticos, Exclusién competitiva, Probioticos, y Bacteriéfagos. En Chile, el
uso de estos controladores ha adquirido importancia frente a un aumento de positividad a
Salmonella spp., tanto en planteles de crianza como de gallinas reproductoras y ponedoras.

Ninguno de estos biocontroladores por si solos han demostrado ser 100% eficientes

frente a la infeccion de Salmonella spp. en las aves.

El uso de probidticos, administracién de microorganismos vivos, tiene multiples
beneficios en relacion al control de bacterias patdgenas a nivel gastrointestinal, ya que su
utilizacion puede alterar la composicion de la microflora digestiva por la produccion de
diversos intermediarios, como &cido lactico y péptidos antimicrobianos, que actdan contra
bacterias patdgenas. Ademas, limitan la proliferacion de patdgenos al disminuirles la
cantidad de nutrientes disponibles, competir por espacio fisico e inhibir su adherencia. El
empleo de probidtico, ademas de disminuir la mortalidad, otorgaria una posible ganancia de

peso; a lo sefialado se agregan otros beneficios como su facil aplicacion y bajo costo



individual, por lo que su utilizacion es actualmente de rutina en los planteles avicolas

nacionales.

Los bacteriéfagos otra medida de control bacteriano, que es altamente especifica,
han resurgido para contrarrestar el problema de resistencia antimicrobiana encontrado en la
avicultura frente a Salmonella spp. En Chile el empleo experimental de bacteriéfagos
nativos, contra la colonizacién de S. Enteritidis en pollos experimentalmente infectados, ha

obtenido promisorios resultados.

La aplicacion combinada de métodos de biocontrol, como es el uso de probidticos
junto a bacterioéfagos contra S. Enteritidis, es de incipiente investigacion y su éxito, entre
otros, dependera de diversos factores relacionados tanto del tipo de probidtico, como de la
seleccidn de los bacteriéfagos a utilizar. Los resultados positivos obtenidos en Chile por la
aplicacion de bacteriofagos nativos podrian potenciar los ya reconocidos beneficios que
otorga el empleo de probidticos, proyectandose asi una superacion de los parametros

sanitarios y productivos de la industria avicola.



REVISION BIBLIOGRAFICA
GENERALIDADES

El Género Salmonella, de la Familia Enterobacteriaceae, corresponde a bacilos
Gram negativos, intracelulares facultativos. Su taxonomia reconoce dos especies,
Salmonella bongori y Salmonella enterica; esta ultima con seis subespecies: enterica,
arizonae, diarizonae, salamae, houtenae e indica. Por sus caracteristicas antigénicas, se
describen sobre 2.400 serotipos diferentes de Salmonella (Tindall et al., 2005). Segun el
esquema de Kauffman- White, los antigenos que se reconocen son los somaticos (O) que
estan basados en el reconocimiento de diferentes determinantes antigénicos relacionados
con el lipopolisacarido (LPS), los antigenos flagelares (H) reconocidos por antisueros
especificos contra proteinas flagelares, y el antigeno capsular (Vi) que se asocia a sélo
algunos serotipos (Le Minor, 1984).

Salmonella spp. puede causar toxiinfeccion en las personas a traves de alimentos vy,
se ha observado que la enfermedad clinica en nifios, ancianos y personas inmunosuprimidas
puede ser fatal (Breytenbach, 2004).

Los serotipos S. Typhi y S. Paratyphi A, B y C son especificos sélo para el hombre,
donde S. Typhi proviene de reservorios humanos debido a la existencia de portadores
crénicos biliares que contaminan el agua o alimentos (Sanchez y Cardona, 2003). Otros
serotipos como S. dublin, S. cholerasuis y S. abortus equi estan adaptados a los animales y,

cuando infectan a los seres humanos, pueden causarle una grave enfermedad.

Por otra parte, S. Enteritidis y S. Typhimurium son consideradas Salmonella no
Typhi y pueden infectar a una amplia variedad de huéspedes, incluidos los seres humanos
(Breytenbach, 2004). S. Enteritidis esta ligada a un reservorio zoon6tico avicola y produce
enfermedad en las personas luego de la ingestion de alimentos derivados de la crianza
avicola, tales como carne y huevos (Breytenbach, 2004). Otra posible transmision a los
seres humanos proviene de animales domésticos como perros y gatos, quienes pueden

adquirir la infeccidn, al igual que en las personas, por un alimento contaminado o productos
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derivados de aves (WHO, 2006). El cuadro clinico, que dura unos ocho dias, se caracteriza

por diarrea acuosa o disenteria, dolor abdominal, célico y fiebre (OMS, 2002).

Las aves, por lo general, son portadoras asintomaticas de estos tipos de salmonelas;
por esto, el control de las infecciones por Salmonella spp. en aves se ha convertido en un
problema de salud publica (Breytenbach, 2004).

El resultado de la infeccion en aves es dependiente de la dosis infectante inicial y de
la edad, siendo los pollitos mucho maés susceptibles que las aves adultas; una baja dosis en
estas Ultimas probablemente permitiria observar sélo el paso de la bacteria a través del
intestino sin consecuencias. Con dosis mayores se observaria una colonizacién intestinal
con diseminacion hacia érganos internos que puede verse acompariada de una leve diarrea.
Durante las dos primeras semanas post infeccion, Salmonella spp. generalmente es aislada
desde el tracto intestinal y deposiciones, la que declina posteriormente. Sin embargo,
algunas cepas de S. Enteritidis han mostrado ser persistentes, por varios meses en el tracto
intestinal de gallinas (Breytenbach, 2004).

En el huevo, Salmonella spp. puede ser transmitida desde la madre al pollito, por lo
que una estrategia de control es asegurar que los grupos de aves reproductoras se
mantengan libres de la bacteria. En el “stock™ genético, que incluye lineas puras y abuelas,

hay tolerancia cero a Salmonella spp. (Breytenbach, 2004).

Patogenia

Para asegurar el proceso infeccioso, una bacteria debe adherirse a la célula huésped,
resistir los mecanismos de defensa, replicarse e invadir, para finalmente producir dafio al
huésped (Figueroa y Verdugo, 2005). Los mecanismos de adhesion generalmente
involucran varios tipos de fimbrias, presentes en la bacteria, para conseguir un contacto
estrecho con los receptores de las células huésped (Sanchez y Cardona, 2003). Al ser
ingerida, Salmonella spp. debe pasar una serie de barreras, como el pH acido del estbmago,
aumento de temperatura, baja tension de oxigeno (Figueroa y Verdugo, 2005) y pasar al
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intestino delgado donde coloniza. La bacteria establece un estrecho contacto con el borde
en cepillo del epitelio intestinal; cuando la bacteria se acerca, las microvellosidades
circundantes comienzan a degenerarse con elongacion, edema y crecimiento en un proceso
llamado ruffling” u ondulamiento, que es un cambio morfologico degenerativo con la
finalidad de reordenar el citoesqueleto de actina de la célula huésped, con lo que se
inducen cambios morfoldgicos para poder internalizar a la bacteria, proceso llamado

invasion.

Salmonella spp. preferentemente se une a las células en las placas de Peyer del
intestino delgado y tonsilas cecales (Figueroa y Verdugo, 2005). Sin embargo la bacteria

también puede visualizarse en enterocitos no fagociticos (Sanchez y Cardona, 2003).

Una vez internalizada la bacteria a la célula huésped, ésta reside dentro de la
vacuola contenedora de Salmonella que migra a la membrana basal de la célula huésped
donde interactia con los macréfagos asociados a las placas de Peyer de la submucosa y
entra en ellos. Esto juega un rol fundamental en la supervivencia de Salmonella dentro de

los macréfagos, lo que le permite un comportamiento de patgeno intracelular facultativo.

La salmonelosis en las personas es una de las enfermedades mas comunes
transmitida por los alimentos. Ella constituye un problema de salud publica con un costo
significativo en muchos paises; asi en Estados Unidos se estima en 1,4 millones el nimero
anual de infecciones con Salmonella no Typhi, donde el costo total anual por Salmonella

puede llegar a los 3 billones de délares anuales (WHO, 2006).

El Reino Unido a su vez, sigue considerando a la salmonelosis como el mayor
problema de salud publica, asi en el afio 2004 se confirmaron 14.476 casos por métodos de
laboratorio y, sobre la mitad de estos fueron por S. Enteritidis; en la actualidad, el nimero
de casos es probablemente tres veces mas alto (DEFRA, 2005). Algunos antecedentes sobre
carcasas de pollos broiler entre los afios 2000 a 2005 sefialan que en Estados Unidos, de un

total de 51.327 muestras se aisldé S. Enteritidis en 280 (0,5% del total); por otra parte,
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durante el mismo periodo aumentd el nimero de planteles positivos de 9% a 25% y se
encontrd una amplia distribucion que abarco a 24 Estados (Altekruse et al., 2006).

Otro estudio, realizado en Korea por Kim et al., (2007), buscé la presencia de
Salmonella en dos establecimientos que explotaban granjas de reproductores, granjas de
broiler, criaderos y mataderos. En cada establecimiento se tomaron muestras de torulado
cloacal, corrales, suelo, paredes, meconio, areas de desperdicios, deposiciones, carcasas y
aguas del proceso de enfriamiento. Los resultados sefialaron gran porcentaje de S.
Enteritidis y S. Heidelberg en reproductoras y criaderos; en las granjas de broiler se
repitieron los mismos serotipos y, en mataderos, S. Enteritidis fue de gran importancia
junto a los serotipos Heidelberg, Blockley y Virchow. Esto demostré la dificultad de
controlar este enteropatdgeno, que se disemina desde las granjas de reproductores, Ilegando

a los criaderos y contaminando los pollos comerciales.

En Chile, en relacion a la informacion sobre la prevalencia de S. Enteritidis en
personas, se ha informado que en 1994 en el norte del pais se presentd un aumento desde
0,35 casos a sobre 3 por 100.000 habitantes y alcanzé a 5 en 1998. Esta epidemia se
extendio en forma progresiva al resto del pais, abarcando desde el 19% de los Servicios de
Salud en 1994 a més del 80% en 1998 (Fica et al., 2001).

En la Regién Metropolitana, el Servicio de Salud Metropolitano del Ambiente
(SESMA) inici6 una vigilancia epidemioldgica de los brotes de enfermedades transmisibles
por alimentos (ETA) como salmonelosis, aumentando las notificaciones de ETA
paulatinamente desde 86 casos en 1994 hasta 260 en el 2000 (Prado et al., 2002). Ya en
2005, el Instituto de Salud Pdblica informé que hubieron 1.560 cepas de Salmonella spp.
confirmadas en todo el pais, de las cuales 900 correspondieron a la Region Metropolitana y

solo 660 al resto del pais.
Antecedentes sobre Salmonella spp. recopilados por Figueroa, (2007) mostraron que

entre enero y diciembre del afio 2005 la prevalencia nacional de Salmonella spp. fue de

3,05% al tomar un total de 5.665 muestras de carnes blancas y rojas desde plantas
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faenadoras. Ademas, se observd que entre los afios 2000 a 2006, los casos de salmonelosis
confirmados en el Instituto de Salud Publica fueron incrementandose a través de los afios
hasta llegar a 2.219 casos de Salmonella spp., de los cuales 1.177 (53%) fueron por el
serotipo Enteritidis. En relacion al Servicio Agricola Ganadero (SAG) muestras de carnes
de aves tomadas entre los afios 2004 a 2006 evidenciaron un 3,33% promedio de
positividad a Salmonella spp.

En 2000, en la Region Metropolitana, Alexandre et al., estudiaron la presencia de
Salmonella spp. en muestras de huevos, carnes y menudencias de ave de venta libre. Se
detectd positividad en una yema de 1.081 huevos (0,09%) vy, el serotipo Enteritidis se

detect6 en 108 (7,08%) de 1.524 muestras entre carnes de ave y menudencias.

Frente a los brotes por Salmonella, los avicultores productores de huevos, médicos
veterinarios del sector avicola (AMEVEA) y el Servicio Agricola Ganadero (SAG),
elaboraron en 1998 un plan nacional de control de Salmonella. Junto a la vacunacion,
exclusion competitiva, cuarentena, PABCO vy otras consideraciones como prohibicion de
venta de pollitas de un dia a planteles positivos, se monitored aves reproductoras y
ponedoras, por pruebas seroldgicas y cultivos bacterianos. Esto se sumd a dos monitoreos
en aves de postura, que abarcaron a mas del 50% de esa poblacion en 1995 y al 100% de

los planteles avicolas en 1997 (Gonzalez y Correa, 1998).

MEDIDAS DE BIOCONTROL

El control de Salmonella spp. en aves ha utilizado variadas medidas, entre otras, uso de
prebidticos, vacunas, probidticos, exclusion competitiva y bacteriéfagos (Sulakdevidze et
al., 2001; Joerger, 2003).

e Prebioticos

Los prebidticos son ingredientes alimenticios que estimulan selectivamente el

crecimiento y/o actividad de especies de bacterias en el intestino, usualmente
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bifidobacterias y Lactobacillus con beneficios para la salud. Ellos son carbohidratos de
cadena corta que no sufren la accion de las enzimas digestivas del animal. No todos los
carbohidratos en la dieta son considerados prebidticos y hay criterios para su clasificacion,
tales como resistencia a acidez gastrica, hidrélisis de enzimas, absorcion gastrointestinal,
fermentacion de la microflora intestinal y estimulacion selectiva del crecimiento y/o
actividad de bacterias intestinales que contribuyen con la salud (Roberfroid, 2007). Dentro
de ellos, se encuentran los mananooligosacaridos, glucoligosacaridos, fructoligosacaridos,

inulina y lactulosa.

Thitaram et al., (2005) compararon la eficiencia de dietas con Isomaltooligosacéarido
(IMO) al 1%, 2% y 4%, sobre la disminucion de la colonizacion de S. Typhimurium en
pollitos broiler de 1 dia y desafiados a los 7 dias con 1 x 10° unidad formadora de colonias
(ufc) de la bacteria. Los pollitos con 1% de IMO redujeron en 2 logi el recuento cecal de S.
Typhimurium; las dietas con 2% y 4% de IMO disminuyeron la cantidad de la bacteria en
el ciego en forma no significativa. Se observd, ademas, que todas las dietas incrementaron

significativamente los niveles de bifidobacterias, sin diferenciacion entre dietas.

Spring et al., (2000) a su vez, observaron los efectos de una dieta de
mananooligosacaridos (MOS) en pollitos recién nacidos inoculados con 1,25 x 10° ufc/ave
de microflora basica y desafiados con S. Typhimurium 10* ufc a los tres dias. Ademas se
les administro una dieta suplementada con paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae.
Como resultado, disminuyeron los recuentos cecales de S. Typhimurium en 1,40 log;o en
las aves suplementadas con MO; ademas, disminuyé el nimero de pollitos positivos a
Salmonella en 34,1% (P<0,05).

e Vacunas
Se utilizan tanto vacunas vivas como muertas o bacterinas. Al respecto, Cerquetti y
Gherardi (2000) emplearon en pollitos, una vacuna mutante de S. Enteritidis 10° ufc, viva,

atenuada, via oral los dias 1, 2, 3y 7 de edad; el grupo, separado en dos, fueron desafiados
a los dias 7 y 14 de edad con S. Enteritidis respectivamente. Se observo que las multiples
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dosis de vacunas protegieron contra el desafio de S. Enteritidis y se redujo el recuento del
patdgeno en ciego y oOrganos internos. El desafio a los 14 dias de edad logr6 mejor
resultado que a los 7 dias. Ademas las vacunaciones protegieron contra S. Gallinarum

reduciendo su colonizacion cecal; esto no se observé ante el desafio con S. Typhimurium.

En cuanto a bacterinas, Gast et al., (1993) utilizaron una dos veces con cuatro semanas
de intervalo en gallinas ponedoras de 28 semanas de edad que se desafiaron con S.
Enteritidis 10° ufc dos semanas después de la tltima vacunacion. El recuento bacteriano en
organos y huevos disminuy6 en un 20%; la eliminacion de S. Enteritidis por deposiciones,
disminuyd 2,5 log desde la primera semana posvacunacion, pero a la tercera semana, aun se
evidenciaron niveles de S. Enteritidis, sugiriendo s6lo una proteccion parcial de la
bacterina. Babu et al., (2004) compararon una bacterina con una vacuna viva en pollitos de
una semana desafiados con S. Enteritidis y concluyeron que una vacuna viva atenuada de
Salmonella spp. es un efectivo método para controlar S. Enteritidis en pollitos, méas que el

uso de una bacterina.

Otros mecanismos de biocontrol en la avicultura corresponden a la administracion, a
través de diferentes vias, de microorganismos vivos que compiten con enteropatdégenos
previniendo la colonizacion de estos ultimos. Estos métodos de biocontrol se definen como
exclusion competitiva y/o probidtico. Para algunos autores no existe diferencia entre ambos
términos; para otros, si los microorganismos son indefinidos corresponderia a probio6tico,
en tanto que la exclusion competitiva seria un probidtico con denominaciones de Géneros y

especies definidas.

Ecologia intestinal

El tracto gastrointestinal es un ecosistema muy complejo. El intestino anterior esta
escasamente poblado y desde el ileon las concentraciones bacterianas gradualmente se
incrementan, alcanzando 10™ - 10* ufc /g en el colon (Isolauri et al., 2004). La superficie
mucosa es una gran area para la adherencia y colonizacion microbiana intestinal. Esto

sugiere un inmenso potencial metabdlico, especialmente en el colon, que contiene bacterias
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que representan a mas de 400 especies. Estos microorganismos incluyen diversos Géneros
bacterianos con predominio de Gram positivos, anaerobios de los Géneros Bacteroides,
Eubacterium y Bifidobacterium; otros grupos como Clostridium, Streptococcus vy
Lactobacillus también juegan un importante rol en la estabilidad de la mucosa intestinal y
en la generacion de &cidos grasos de cadenas cortas (Holzapfel y Schillinger, 2002). El
balance ecologico de la microflora intestinal se puede alterar favorablemente por la
ingestion de probidticos (Sullivan, 2001). Se ha visto actualmente que la exclusion
competitiva es muy bien aceptada, e incluso integrada en programas nacionales de control
como una manera efectiva de reducir la incidencia y severidad de las infecciones por

Salmonella y otros patdgenos intestinales en aves (Nakamura et al., 2002).

e Exclusion competitiva

La exclusion competitiva (EC) o el concepto “Nurmi” (Mead, 2000), ha sido propuesta
para evitar la colonizacién intestinal por bacterias patdgenas en aves de corral (Pascual et
al.,, 1999). Es la administracién oral de microflora normal en pollitos, proveniente del
tracto gastrointestinal de aves adultas con una microflora desarrollada plenamente, para que
esta, incorporada a nivel intestinal, prevenga la colonizacion de patégenos. Esta microflora
normal es una mezcla de bacterias anaerdbicas obligadas y facultativas, originadas de aves
adultas sanas, libres de microorganismos patégenos. El propdsito de la preparacion es
compensar cualquier deficiencia en la composicion de una microflora intestinal normal
(Mead, 2000). Esto se sustenta en que los pollitos tienen un lento desarrollo de la
microflora nativa que los pudiera proteger contra Salmonella spp. y otros enteropatégenos,
ya que son muy sensibles a la invasion de patogenos entéricos como Salmonella spp.,

durante la primera semana de vida (Schneitz y Renney, 2003).

El efecto inmediato de la exclusién competitiva ante un desafio de Salmonella spp., es
prevenir su multiplicacién en el ciego y ser gradualmente eliminada por el ave. La
administracion ideal es antes que los pollitos se expongan a cualquier cepa de Salmonella

spp., de otra manera el efecto seria minimo (Mead, 2000).
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El mecanismo preciso de accion no ha sido totalmente determinado. Probablemente lo
mas importante es la competencia por receptores inespecificos de la mucosa intestinal. La
microflora coloniza esta mucosa, observandose como un grupo de células con fibras
interconectadas por glicocélix, que crean una barrera fisica para la colonizacion de

enteropatdgenos como Salmonella spp. (Mead, 2000).

Se ha sugerido que la produccion de &cidos grasos volatiles, por la microflora normal,
puede ser inhibitoria para otros microorganismos presentes, especialmente a pH bajo 6.
Aquellos inhibidores de Salmonella spp. serian los &cidos acético, propionico y butirico que
pueden actuar con otros factores para suprimir Salmonella spp., especialmente a bajo
potencial redox que se desarrolla en el ciego. Otro posible factor en los mecanismos de
exclusion seria la competencia por nutrientes entre las microflora patdégena y nativa (Mead,
2000).

La eficacia de la exclusion competitiva puede afectarse por varios grados de estrés; los
pollitos son més susceptibles que aves de mayor edad, las cuales desarrollarian la infeccion
en forma mas tardia. El estrés fisioldgico por variaciones en la temperatura, deprivacion de
alimento o agua de bebida pueden interferir con el establecimiento de la microflora
protectiva o reducir la proteccion obtenida, pero este efecto no es aparente luego de las dos
semanas de vida (Weinack et al., 1985). La exposicion a agentes infecciosos puede también
afectar el estado portador de Salmonella e incrementar su eliminacion, por lo tanto es
importante evitar cualquier estrés, especialmente en las primeras etapas de establecimiento

de la microflora de aves adultas en los pollitos (Mead, 2000).

e Probidticos

Los probidticos son microorganismos viables que promueven y apoyan un balance
benéfico de la poblacién microbiana en el sistema gastrointestinal. Estos microorganismos
no son habitantes constantes del sistema, pero se observan sus efectos benéficos en el
estatus general de la salud tanto humana como animal (Holzapfel et al., 2001). Asi un

namero indefinido de especies microbianas y géneros son considerados probidticos
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(Holzapfel et al., 2001). En la actualidad hay una gran variedad de bacterias e incluso
hongos y levaduras como Aspergillus oryzea y Candida pintolopesli utilizados como
biocontroladores en diferentes sistemas productivos. Amores et al., (2004) sefialan el
interés de adicionar, ademas, cepas no patogenas de E. coli para que compitan con su

homdlogo patégeno.

Los organismos probioticos pueden alterar la composicion de la flora, produciendo
acido lactico, bacteriocinas y péptidos antimicrobianos que son activos contra patégenos
bacterianos como E. coli, Streptococcus, Clostridium, Bacteroides y Salmonella. Beneficios
adicionales incluyen la produccién de micronutrientes en la mucosa, eliminacion de toxinas
y reduccion de amoniaco fecal que es tdxico para las mucosas (Sullivan, 2001). Se destaca
ademas, la limitacion de la proliferacion de patdgenos por la deprivacién de nutrientes
especificos por parte de bacterias benéficas. Los microorganismos probiéticos compiten
también con los patdgenos por el espacio fisico. Algunas bacterias inhiben la adherencia de
los patdgenos a los receptores, por un mecanismo de obstruccion o de bloqueo especifico
del receptor, con lo que se previene la colonizacion de estos microorganismos por
inhibicion competitiva en las zonas de adhesion (Amores et al., 2004). Si bien la
microflora colénica es una barrera frente a los organismos invasores, los patdgenos a
menudo se establecen cuando la integridad de la microflora se deteriora por el estrés,
enfermedad, tratamiento con antibidticos, cambios en la dieta o alteraciones fisiologicas en

el intestino (Mcfarlane y Cummings, 1999).

Las Bacterias Acido Lacticas (LAB) son las mejores representantes de probidticos,
tanto en alimentos como en el mercado farmacéutico. Estas bacterias estdn asociadas con
varios habitats, ricos en nutrientes como sustratos alimenticios, suelos, aguas, abono, aguas
residuales y ensilados. Algunas cepas de LAB pueden habitar la cavidad oral, vaginal, el
tracto intestinal e influenciar beneficiosamente esos ecosistemas. Esto explicaria el por qué
se consideran los candidatos ideales para su aplicacion como probidticos (Holzapfel y
Schillinger, 2002). Se ha reportado que Lactobacillus es eficaz en el tratamiento de diarreas
infecciosas debido a Rotavirus o Clostridium difficile, asociados a transportes (Sullivan,
2001).
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Diversos preparados de probidticos se han utilizado a la fecha en aves domésticas para
el control en la salmonelosis, ya sea antes o después de la inoculacién con Salmonella. Asi,
Avila et al., (2006) utilizaron el probiotico comercial “Colostrum” (BioCamp Laboratorios
Ltda.) en pollitos a las 3 hrs de vida, estos posteriormente fueron desafiados por contacto
con S. Enteritidis a través de tres grupos de pollos sembradores, los cuales fueron
infectados experimentalmente por inoculacion de diferentes dosis bacterianas. EI primer
grupo se contacté con los sembradores (S. Enteritidis 10® ufc) una hora post probidtico; el
segundo grupo se contacté con los sembradores (S. Enteritidis 10° ufc) 12 horas post
probiético y el tercero con los sembradores (S. Enteritidis 10* ufc) 24 horas post
probidtico. Los pollitos de todos los grupos fueron positivos a los siete dias post contacto
con sembradores. El tercer grupo a los tres dias posdesafio disminuyo la recuperacién de
Salmonella cecal en un 61% (100 versus 38,9%) en relaciéon al control sin probi6tico,
continuandose su aislamiento en 94,4% a los dias cinco y siete posdesafio; indicando que el
potencial protectivo de la flora competitiva no fue capaz de inhibir la colonizacion cecal de
Salmonella posdesafio, asi la flora puede limitar, pero no prevenir, la infeccion por
Salmonella. Los pollitos tratados con el probidtico en el segundo y tercer grupo
disminuyeron el recuento cecal en 0,56 y 1,45 log;o ufc/mL respectivamente. A nivel
sistémico los pollos del primer grupo se infectaron rapidamente (88% a 100%) posdesafio
con los sembradores; en el segundo y tercer grupo la infeccion sistémica fue méas gradual
(5,5% a 100%). Estos resultados sugieren que la infeccion sistémica depende de la dosis
infectante utilizada en los pollos sembradores, junto al intervalo de tiempo entre el
alojamiento y el inicio del desafio.

Pascual et al. (1999) utilizando como probiético Lactobacillus salivarus CTC2197 10°
ufc via oral forzada, observaron su capacidad benéfica en prevenir la colonizacion de S.
Enteritidis en pollos. Pollitos con el probiético y desafiados con S. Enteritidis 10° ufc, a los
21 dias posdesafio, fueron protegidos en un 100% frente a la colonizacion de Salmonella,
contra el 30% del grupo control sin probidtico. En una segunda experiencia, con
administracion de probidtico a través del agua de bebida (10" ufc), en el alimento (10° ufc)

y con igual desafio, al final de 21 dias también se observo 100% de proteccion.
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A su vez, hay experiencias donde el probidtico se utiliza en forma posterior al desafio
con Salmonella. Higgins et al., (2007a) evaluaron la habilidad del producto“FMB11” para
reducir la recuperacion de Salmonella desde el ciego de pollos broiler. Los pollitos fueron
separados en distintos grupos, desafiados con S. Enteritidis o S. Typhimurium a 10* ufc/ave
y una hora después, se les administré el probiético via oral forzada a 4,0 x 10° ufc/mL. Los
resultados encontrados sugieren que el probidtico reduce significativamente la incidencia
de S. Enteritidis en un 60 a 70% y de S. Typhimurium en un 89 a 95% en tonsilas cecales
24 horas post tratamiento, comparado con el grupo control (P<0,05). Ademas, la
administracion del probiético redujo >2,9 logyg el recuento de S. Enteritidis en todas las
muestras 24 horas despues del tratamiento, en comparacion con el control (P<0,05).

Bailey et al., (1998) a su vez, estudiaron el efecto de un producto de exclusién
competitiva preparado con paredes epiteliales cecales, en pollos de un dia con y sin
Salmonella. En una primera experiencia, los pollos en contacto con pollos sembradores
infectados con S. Typhimurium, se trataron con el producto mediante diferentes vias de
administracion; al primer grupo via aspersion en la nacedora, al segundo en la primera agua
de bebida, en el tercero se combinaron los dos tratamientos anteriores, a un Gltimo grupo se
le administré via oral forzada. Para cada tratamiento, mas un grupo sin el producto, los
pollos fueron divididos en dos y se les desafi6 con S. Typhimurium (10* o 10° ufc) dos dias
post nacimiento. Siete dias después, el 99% de los pollos previamente expuestos a
Salmonella por los sembradores, continuaron positivos, independiente de si hubo o no
administracion del producto. Dos grupos sin contacto previo con sembradores, fueron
tratados con el producto via agua de bebida el dia de edad y se les desafi6 al dia siguiente
con S. Typhimurium, 10* o 10° ufc respectivamente, observandose que ambos grupos
tuvieron una proteccion sustancial con positividad para el patogeno de 0,0 % (0/18) y
10,5% (2/19). En una segunda experiencia, se tratd simultaneamente pollos de un dia en
contacto con sembradores, y aspersados con el producto durante el nacimiento. Luego a
algunos se les administré6 nuevamente el producto via primera agua de bebida y, a otros se
les desafi6 con una dosis adicional de S. Typhimurium (10° ufc) via oral en el segundo dia.
Siete dias después el 96% de los pollos contactados con los sembradores estaban

colonizados con Salmonella, independiente si el tratamiento fue en aerosol o en agua de
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bebida. EI 100% de los pollos que tuvieron contacto con sembradores y desafiados con S.
Typhimurium (10° ufc) fueron colonizados con la bacteria a pesar de cualquier tratamiento
de exclusion competitiva. Este porcentaje de colonizacion baja al 0,0% (0/10) en pollitos
que no tuvieron contacto con los sembradores pero, que se les administré el producto via
agua de bebida al dia de edad y se desafiaron con S. Typhimurium a los dos dias de vida.
Esto demostré que la pre-exposicién de Salmonella antes del tratamiento de exclusion
competitiva reduce en forma sustancial la proteccion que puede ser obtenida con este

tratamiento.

En relacion al aumento de peso por el uso de probidticos, en una experiencia
realizada por Timmerman et al., (2006) en que se pesaron a las aves al empezar la
experiencia y al finalizar, observaron que al usar un probiético de 4 x 10’ ufc, via aerosol
en forma inmediata a la llegada de las aves al plantel, los pesos de las aves subian en
8,70%, ademas de observar una disminucion de la mortalidad. Otro estudio realizado por
O’ Dea et al., (2006) observaron ganancias de peso al final de la produccion en pollos

broilers cuando se utiliz6 el probidtico en relacion al control sin el probiético.

Hay variados productos de exclusion competitiva registrados en el mercado tales

como Aviguard, Preempt y Broilact.

Dentro de estos, Aviguard contiene una mezcla de bacterias comensales vivas
parcialmente caracterizadas, que representan a las poblaciones bacterianas maduras en el
ciego de pollos adultos. Este producto, ha demostrado eficacia frente a serotipos invasivos
de Salmonella como S. Enteritidis y S. Typhimurium (Nakamura et al., 2002). A pollitas
White Leghorn de un dia de edad, se les administrd Aviguard via oral; seis horas después
un grupo fue desafiado con S. Typhimurium y otro con S. Enteritidis. Se tomaron torulados
cloacales de cada ave en los dias 1, 4, 7 y 14 post desafio. Al dia uno, se encontr6 un alto
recuento de la bacteria en la mayoria de los pollos independiente del serotipo (3,5 logio
ufc/g). Diferencias entre ellos, fueron encontradas a los 4, 7 y 14 dias post desafio; donde
en el cuarto dia, el recuento del serotipo Enteritidis fue de 3,8 logyo ufc/g y el de

Typhimurium 3,2 logyo ufc/g; al séptimo dia, los recuentos fueron 2,89 logo ufc/g y 3,5
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logio ufc/g respectivamente y al dia catorce continuaron bajando, 1,89 logy ufc/g para
Enteritidis y 2,88 logyo ufc/g para Typhimurium (Nakamura et al., 2002).

Otro estudio realizado por Seo et al., (2000) utilizando Aviguard en pollos Leghorn
de un dia de edad y desafiados con S. Enteritidis 1,5 x 10° ufc a los dos dias de edad,
encontraron que cuatro semanas post infeccion los recuentos en higado, bazo y ciego fueron
bastante menores (0,4+0,8 logio, 1,0£0,8 logiy y 4,1+2,2 log;y para estos Organos
respectivamente) encontrandose valores estadisticamente significativos (P<0,05) en las
muestras de ciego en relacion al grupo control sin Aviguard. Al observar los resultados a
las ocho semanas post infeccion estos valores disminuyeron hasta a cero en el caso de
higado y bazo, en tanto que en ciego el valor fue de 0,2+0,6 log;o. Se observaron cambios
en el porcentaje de aves infectadas al utilizar el producto a las ocho semanas post infeccion.
Se concluye que no solo se reduce la colonizacion intestinal por S. Enteritidis, también se

reduce la infeccion persistente en el tiempo.

En aves, el primer producto comercial de exclusién competitiva disponible fue el
finlandés Broilact®, desarrollado como una suspension y utilizado en Europa del norte
desde 1987 (Nakamura et al., 2002). Este producto, de acuerdo a su ficha técnica,
corresponde a una mezcla definida de 32 bacterias intestinales (aerobicas, anaerdbicas
facultativas y obligadas) provenientes del contenido cecal de aves adultas y, capaces de
adherirse a la pared intestinal del ave; 22 especies corresponden a anaerobios estrictos de
cinco Géneros y a 10 anaerobios facultativos de tres Géneros, ademas, el producto es libre
de esporas. Se ha encontrado que reduce la colonizacion intestinal de Escherichia coli,
Clostridium perfringens y Campylobacter jejuni.  Muchos estudios, ademas, han
demostrado efecto contra varios serotipos de Salmonella, como S. Enteritidis y S. Infantis
(Schneitz y Renney, 2003).

Broilact® ha sido administrado por diferentes vias. La aplicacion por aerosol ha
dado buenos resultados en la disminucion del recuento cecal de S. Enteritidis; al respecto,
Scheintz (1992) mediante esta aplicacion al dia de edad, redujo los recuentos cecales de la

bacteria en 4,6 logio y los “pooles” de o6rganos internos fueron negativos, a diferencia del
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grupo control. A su vez, Blankenship et al., (1993) aplicaron Broilact® en aerosol y en el
agua de bebida, reduciendo en gran medida la prevalencia de Salmonella tanto a nivel
ambiental como en carcasas de aves. Para que el aerosol sea efectivo, requiere de gotas
relativamente grandes (1 mm de diametro) y ser rociado suavemente; las aves al limpiarse
naturalmente las plumas ingieren los microorganismos. Este proceso puede mejorarse
utilizando una luz brillante que ilumine las gotas del producto en las plumas del ave,
atrayendo la atencion de ésta hacia una mayor limpieza y por ende ingestion del producto
via oral (Mead, 2000).

Por ultimo, se sefiala la administracion del producto in ovo, método que implica la
inyeccion de los huevos durante la incubacion, donde los organismos son depositados en el
saco aéreo o en el amnios del huevo. Desafortunadamente el nacimiento se ve reducido por

la produccion de gas microbiano y la presencia de organismos proteoliticos (Mead, 2000).

Debido a que el rol de la flora intestinal normal es prevenir la colonizacion de
bacterias dafiinas, el uso de probidticos tiene un efecto positivo en las aves. La mayoria de
las experiencias en las que se utiliza el producto, este se administra antes del desafio
experimental con Salmonella. Asi, En 1998, Schneitz et al., administraron Broilact® via
oral forzada a pollos broiler con dosis Unica en el dia del nacimiento, o cinco dosis con un
intervalo de dos a cinco dias durante dos semanas, con inicio al segundo dia de edad. En
una primera experiencia los pollos tratados con el producto de estas dos formas, se
desafiaron a los dias siguientes de finalizado el tratamiento, con S. Infantis (5,0 x 10
ufc/mL por ave). En una segunda experiencia pollitos de 14 dias, tratados de igual manera,
fueron desafiados al dia siguiente de finalizado el tratamiento, con S. Infantis (6,0 x 10’
ufc/mL por ave). Los pollos tratados con Broilact® dosis Unica o con cinco dosis
estuvieron protegidos contra una alta dosis de Salmonella spp., pero no se encontraron
diferencias significativas al uso de una o cinco dosis. El resultado ademéas demostrd incluso
que los pollos de 14 dias de edad fueron mas dificiles de desafiar por presentar ya un

desarrollo de la microflora intestinal.
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Schneitz y Renney (2003) en faisanes de un dia de edad, administraron Broilact® en
dosis Unica via oral, los que fueron desafiados 24 hrs después con S. Infantis en dos
concentraciones (4,4 x 10% ufc/mL y 4,3 x 10% ufc/mL) y luego sacrificados cuatro y cinco
dias después. Los recuentos cecales de S. Infantis correspondieron a 2,9 logo ufc/g para los
tratados y 8,4 log 1o ufc/g para los controles. EI nimero promedio de Salmonella fue >
1000 ufc/ g contenido cecal de los grupos tratados y > 100 millones en los no tratados.
Indicandose asi, que los faisanes recién nacidos son extremadamente susceptibles a la

infeccion que posteriormente declina con una mayor edad de las aves.

A su vez Fukata et al., (1999), suministraron a un grupo de pollos de un dia,
Broilact® en forma oral, a otro grupo fructo-oligosacaridos (FOS) al 0,1% en el alimento
durante toda la experiencia, y al Gltimo grupo la combinacién de ambos tratamientos.
Todos los pollos fueron desafiados con S. Enteritidis 10° ufc/mL a los 7 o 21 dias de edad.
Los pollos tratados con Broilact®, desafiados a los siete dias y sacrificados un dia después,
tuvieron recuentos cecales significativamente menores (2,35+0,7 logio) en relacion al grupo
control (4,57+0,37 logio), en tanto que los tratados y sacrificados catorce dias después
tuvieron cero recuento cecal en relacion al control (0,15 logio). En una segunda experiencia
en que los pollitos fueron desafiados a los 21 dias de edad y sacrificados un dia después, los
recuentos fueron bajos en el grupo FOS (2,45+0,20 logi) y FOS maés Broilact® (1,76+0,37
logio) en comparacién con el grupo control (4,31+0,50 logyg), en tanto que los tratados y
sacrificados a los catorce dias tuvieron en los tres tratamientos recuentos muy bajos (
Broilact® 0,40+0,40 logio, FOS 0,30+0,20 log;p y en la combinacién de ambos
tratamientos recuento cero en relacion al control (1,54+0,69 log;o). Ademas la infeccién en
organos por S. Enteritidis fue significativamente menor cuando se administrd Broilact® en

pollos desafiados a los 7 o 21 dias al utilizar la combinacion de ambos tratamientos.

En relacion a una experiencia donde el producto se utiliza después del desafio
bacteriano. Palmu y Camelin (1997) en un criadero contaminado previamente con
Salmonella utilizaron via aerosol Broilact® en pollitos de un dia y observaron que la
positividad a Salmonella en los grupos tratados bajo a 6% en relacion al 42% de positividad
en los grupos controles (P=0,0005). Considerando un gran numero de crianzas estudiadas a
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su llegada al plantel, se encontr6 que el 16% de ellas fueron positivas a Salmonella; de
estas crianzas un 13% correspondié al grupo tratado y 25% al grupo control, pero esta
disminucion no fue significativa (P=0,337). En una segunda experiencia, se muestrearon
piel de cuello en grupos de aves tratadas con y sin Broilact® después de haber sido
evisceradas. El porcentaje de muestras positivas a Salmonella fue significativamente menor
(P=0,021) en el grupo tratado con Broilact® (44%) que en el grupo control sin Broilact®
(62%).

Estos buenos resultados, frente a la disminucion de los recuentos de Salmonella spp.
para varios de sus serotipos, sugieren que el uso de microorganismos vivos limitan su
colonizacion en aves. Una nueva etapa seria confirmar si la administracion de estos
microorganismos logra una accion sinérgica, al complementarse con otro méetodo biolégico

como es el empleo de bacteriofagos contra Salmonella spp.

Las terapias o tratamientos contra Salmonella spp. al igual que en otras enfermedades

bacterianas pueden considerarse de tipo preventivo o curativo.

e Bacteriofagos

El inglés Ernest Hankin reportd, en 1896, la presencia de una marcada actividad
antibacteriana de una desconocida sustancia en rios de India, que pasaba a través de finos
filtros de porcelana y, la atribuyé como responsable de limitar la diseminacion de una
epidemia de colera (Sulakvelidze et al., 2001). Veinte afios después, el bacteridlogo inglés
Frederick Twort reintrodujo el tema, reportando un fenémeno similar y avanzando en la
hipdtesis de que pudo ser debido a un virus. Los bacteriéfagos fueron oficialmente
descubiertos por Félix D™ Herelle, microbi6logo del Instituto Pasteur (Sulakvelidze et al.,
2001). Twort en 1915 y D’ Herelle en 1917 visualizaron en placas con cultivos
bacterianos la presencia de halos de lisis cuando se afiadian extractos de aguas residuales
(Lépez, 2004).
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La utilizacion de los bacteriofagos por D’Herelle surgio ante la necesidad de encontrar
tratamiento para severos brotes de disenteria hemorrégica en seres humanos en 1915;
entonces varios soldados fueron hospitalizados y D’ Herelle fue el encargado de la
investigacion de los brotes. Durante estos estudios un filtrado de muestras fecales de
pacientes, libres de bacterias, 1o mezcl6 e incubd con cepas de Shigella aisladas desde los
mismos enfermos (Sulakvelidze et al., 2001). Es entonces cuando D’ Herelle observo, en
los cultivos, la aparicion de pequefias areas limpias que él Illamé placas. Aparentemente
aislo el bacteriofago por primera vez en 1916, sefialando que ellos eran virus vivos y no

enzimas (Sulakvelidze et al., 2001).

El primer uso de bacteri6fagos en forma terapéutica (fagoterapia) fue la administracion
en un nifio de 12 afios con disenteria severa; previamente para confirmar su seguridad,
D’Herelle y médicos internos ingirieron una preparacion del bacteriofago. Se observo que
con una sola administracion del bacteriéfago antidisenteria cesaban los sintomas de la
enfermedad (Sulakvelidze et al., 2001).

Después de este inicio como agente terapéutico, en los anos 40’ se crearon multiples
producciones comerciales de bacteriéfagos, las que dejaron de utilizarse por la ventaja que
presento, en ese entonces, el advenimiento de los antibioticos (Sulakvelidze et al., 2001).
Sin embargo, en Europa del Este y en la Unién Soviética continuaron usandose en forma
terapéutica, solos o asociados a antibioticos (Lopez, 2004); estos paises continuaron en
forma activa la investigacion y desarrollo de los bacteriéfagos (Sulakvelidze et al., 2001).

En una recopilacion de Lopez (2004) se observo que en la década de los 80, en paises
occidentales, se inici6 timidamente la utilizacion de bacteriofagos en animales de
experimentacién, observandose que eran capaces de sanar infecciones sistémicas en ratas.
Luego se amplio su campo de accion a terneros, ovejas y cerdos con resultados

esperanzadores.

Actualmente el uso de bacteriéfagos es considerado una terapia novedosa y alternativa a

los antimicrobianos, proporcionando un método muy eficaz para combatir el preocupante
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problema de la resistencia bacteriana frente a todo el arsenal antibidtico del que se dispone
(L6pez, 2004).

Definicion

Los bacteriéfagos que son virus que infectan bacterias, presentan una naturaleza
general similar a los otros virus, con una pieza de informacion genética, acido nucleico, que
puede ser ADN o ARN de hebra simple o doble (Dabrowska et al., 2005; Huff et al., 2005)
y una envoltura proteica con o sin lipidos (Skurnik y Strauch, 2006); ademas, requieren de
un hospedero sensible con un receptor especifico para replicarse en sus células (Dabrowska
et al., 2005).

Desde 1959 se han examinado, bajo microscopia electrénica, sobre 5.100
bacteriéfagos presentado diferentes morfologias y tamafios. Al menos el 96% de estos esta
constituido por el orden Caudovirales y por tres familias: Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae. El 4% restante de estos son poliédricos, filamentosos y pleomorficos
(Ackermann, 2003).

Se describen dos tipos principales de bacteriéfagos, los liticos y los temperados o
lisogénicos. Los bacteriofagos liticos matan a la bacteria a través de un proceso de
multiples pasos. Primero, los bacteri6fagos se fijan a la superficie de las bacterias blanco a
través del reconocimiento de sitios de ataque especificos (receptores), estos pueden ser
capsulas, diferentes partes de lipopolisacarido (LPS), flagelos, fimbrias y muchas otras
superficies proteicas (Skurnik y Strauch, 2006). Luego del reconocimiento del receptor, el
acido nucleico es inyectado dentro de la bacteria, con lo que se expresan los primeros genes
del bacteriofago y se produce la sintesis de las primeras proteinas, necesarias para la
sintesis del material genético del bacteriofago y, disminucion de la biosintesis y
degradacion del ADN o ARN vy proteinas bacterianas; posteriormente se expresan las
proteinas tardias involucradas en formar la estructura del bacteriéfago, ademas de causar la
lisis bacteriana (Skurnik y Strauch, 2006).
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Cuando las partes del bacteriéfago estan formadas (cabeza, cola y genoma) estas se
ensamblan y una vez completo, ocurrira la lisis de la bacteria huésped y liberacion de la
progenie fagica (Skurnik y Strauch, 2006). Esto da como resultado una produccion
promedio de 50 a 200 particulas fagicas por bacteria (Huff et al., 2005). Si cada particula
fagica infecta, se multiplica y mata a una bacteria huésped habrian hasta 40.000 progenies
al final del segundo ciclo, 8.000.000 al final del tercer ciclo y asi sucesivamente (Carlton,
1999). El tipo de bacteriéfago litico que inicia la replicacion y produccién de progenie en
forma inmediata es el preferido para la fagoterapia, ya que conduce a una rapida
destruccion de la bacteria blanco, y asi tiene menor oportunidad de interaccionar con el
genoma bacteriano (Joerger, 2003 ).

La habilidad de los bacteriéfagos de lisar bacterias al final del ciclo, es la piedra
angular que sustenta la idea de usarlos como agentes terapéuticos (Skurnik y Strauch,
2006).

Los bacteriéfagos temperados o lisogénicos no se replican inmediatamente en la
bacteria que infectan, sino que coexisten con ella como pro-bacteriéfagos, es decir su acido
nucleico viral insertado en el genoma bacteriano. Cuando la bacteria lisogénica se estresa,
el pro-bacteriéfago se activa resultando la replicacion del virus y la muerte de la bacteria
por lisis (Huff et al., 2005; Skurnik y Strauch, 2006).

Caracteristicas Generales

Los bacteriéfagos en relacion a las bacterias son mas numerosos en la tierra. Se
estima que la poblacion global de bacteriéfagos es de 10°° particulas virales (Hendrix,
2002) y, que por cada bacteria hay 10 particulas fagicas (Skurnik y Strauch, 2006). Pueden
encontrarse en todo lugar donde este presente su bacteria blanco, desde la profundidad de
océanos hasta manantiales calientes, y pueden ser aislados de agua, aceite y organismos
animales. Los bacteriéfagos son muy comunes en el tracto gastrointestinal, y junto a sus
bacterias blanco son un importante componente de la flora intestinal (Drabowska et al.,
2005).
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Desde un punto de vista clinico, los bacteriéfagos parecen ser inocuos. Durante la
larga historia de su administracion, estos han sido dados por muchas vias tales como la oral,
rectal, topico a nivel dérmico, aerosol y en inyecciones tanto intramuscular, intraperitoneal
e intravenosa donde no se han reportado serias complicaciones sobre su uso (Sulakvelidze
et al., 2001). Es por esto que, recientemente se ha aprobado el uso de bacteriéfagos
especificos en Estados Unidos para Listeria monocytogenes en alimentos listos para su

consumo (Bren, 2006).

Los bacteri6fagos son, generalmente, bastante estables y sobreviven al
almacenamiento relativamente bien, incluso si son incluidos en particulas sélidas (Joerger,
2003).

Otra caracteristica que hace atractivos a los bacteriofagos, es su naturaleza
discriminatoria. La mayoria de estos virus conocidos interactian con un set particular de
bacterias que expresan sitios especificos de unién; las bacterias sin este receptor no son
afectadas (Joerger, 2003), ademas es una gran ventaja ya que el bacteriéfago no matara
otras especies de bacterias (Payne y Jansen, 2003). Con algunas excepciones, los
bacteriéfagos no tienden a cruzar los limites de las especies bacterianas y si se produce
resistencia al bacteriéfago, es poco probable que lo hagan otras especies bacterianas sobre
el mismo (Carlton, 1999).

El crecimiento y la sobrevida de los bacteriéfagos son controlados por una variedad
de factores como pH, agua, temperatura, presencia de la bacteria blanco y estatus
metabolico del huésped. La sobrevida del bacteriofago en el medio ambiente parece ser un
fendmeno complejo; los niveles pueden variar enormemente desde ser indetectables hasta
disminuciones de hasta 80 % por hora. Se ha observado que tanto particulas como coloides

organicos e inorganicos pueden mejorar su sobrevida (Gorski y Weber- Drabowska, 2005).

Se ha demostrado que los bacteriéfagos no sobreviven a la exposicién de pH 2,0 y
decrecen en namero si se exponen a pH 3,0 a 7,0; la sensibilidad a un bajo pH depende de
la especie de bacteriéfago. Algunos son sensibles al medio ambiente acido, por lo tanto la

neutralizacion del acido gastrico antes de su administracion via oral podria ser un factor

30



importante de su viabilidad (Drabowska et al., 2005). Esto se ha comprobado en estudios
realizados tanto por Atterbury et al., (2007) y Higgins et al., (2007b) en que los
bacteriofagos empleados fueron administrados junto a carbonato de calcio e hidroxido de

magnesio respectivamente, cuando la via de administracion fue oral.

De los factores que pueden influir en el nimero de bacteriéfagos esta la luz solar;
sin embargo, la susceptibilidad a la radiacion de alta energia difiere entre especies (Gorski
y Weber-Drabowska, 2005). Las variaciones de temperatura también pueden dafar la
capacidad infectiva de los bacteriofagos. Otros factores potencialmente adversos se
encuentran en el tracto intestinal, como las variaciones de pH, la presencia de enzimas y

otros componentes digestivos como la bilis (Joerger, 2003).

Una bacteria puede volverse resistente al bacteriéfago al mutar o al perder el
receptor fagico (Skurnik y Strauch, 2006). Segun los autores, Levin y Bull, (2004) esta
situacion no siempre es negativa, ya que la resistencia puede reducir la virulencia de la
bacteria si el receptor utilizado por el bacteriéfago resulta ser un determinante de
virulencia. Una bacteria puede ser resistente a un bacteriéfago por la adquisicion horizontal
de sistemas de restriccion y modificacion que degraden el acido nucleico del bacteriéfago
inyectado y por una mutacién de un gen que sea esencial para la replicacion del
bacteriofago (Skurnik y Strauch, 2006).

En relacién a su cinética, lo que mas diferencia a los bacteriéfagos es su habilidad
de autorreplicacion. Esto significa que solo un pequefio indculo inicial podria ser necesario
para que controlen a su bacteria blanco. Se pueden distinguir dos tipos de infecciones
realizadas por los bacteriéfagos, infeccion primaria (infeccion de la bacteria por el
bacteriéfago desde el in6culo inicial) e infeccién secundaria, que es la infeccion de la
bacteria por la progenie de los bacteriéfagos (Payne y Jansen, 2003). Si en un inicio se
inocula una gran cantidad de bacteri6fagos, podrian destruir un numero significativo de
bacterias, lo que es descrito como fagoterapia pasiva. Cuando la terapia, por el contrario,
se basa en una infeccion secundaria, con incremento del ndmero de bacteridfagos

autorreplicados, se denomina fagoterapia activa (Payne y Jansen, 2003). La cinética de la
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fagoterapia tiene un estrecho paralelismo con la dinamica de poblacion de modelos
ecoldgicos predador-presa y de modelos epidemioldgicos huésped - parésito (Payne y
Jansen, 2003; Dabrowska et al., 2005).

El punto clave de la fagoterapia es que el crecimiento de la poblacién de
bacteriéfagos es criticamente dependiente de la densidad o concentracién de la bacteria
blanco, donde el numero de bacteriofagos aumenta sélo cuando hay una alta densidad
bacteriana y, donde la probabilidad del bacteriéfago de infectar bacterias excede la
posibilidad de que el bacteriofago muera por carencia de su blanco (Payne y Jansen, 2003,
Carillo et al., 2005). Al principio de esta dinamica, la densidad bacteriana es muy baja para
sostener la poblacion de bacteriéfagos y el nimero de bacteri6fagos baja; después, si la
densidad bacteriana es lo suficientemente alta para que la infeccidén secundaria ocurra, el

namero de bacteriéfagos aumenta (Payne y Jansen, 2003).

En un ambiente relativamente fluido como un medio de cultivo liquido o la sangre,
la mezcla y difusion de los bacteriofagos es producida relativamente sin obstaculos. Pero
ante la viscosidad del contenido intestinal se puede reducir la probabilidad del contacto
entre la bacteria-bacteriéfago por lo que se requieren mayores niveles de bacteri6fagos en

relacién a la bacteria para un encuentro efectivo (Joerger, 2003).

En la actualidad, se ha visto que los bacteri6fagos interactian con el sistema
inmune. Por su naturaleza virica, se ha observado la generacion de anticuerpos
antibacteriofagos, los cuales pueden causar neutralizacion o inactivacion de los
bacteriofagos; estas interacciones junto al sistema inmune inespecifico juegan un rol
importante en la remocion de bacteri6fagos desde organismos superiores (Dabrowska et al.,
2005).

No se debe dejar de considerar que los bacteriéfagos que se encuentran en la
circulacion sanguinea son potencialmente sujetos a ser atacados por anticuerpos, o pueden
ser removidos de circulacion por el sistema reticuloendotelial y que en general, la mayoria
de los bacteriofagos son removidos desde el cuerpo relativamente rapido lo que disminuiria

la efectividad de la fagoterapia, pero esto puede ser compensado con la administracion de
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una alta dosis de bacteriéfagos (Carlton, 1999). Ademas seria factible la seleccidon de
variantes de bacteriofagos que no sean capaces de ser removidos de la circulacion en el
cuerpo. Respecto a esto, Merril et al., (1996) realizaron un estudio donde seleccionaron
bacteriofagos mutados después de pasar por varios ciclos de replicacion y observaron que

resistian en circulacion periodos mayores en relacion a otros bacterioéfagos.

Se observa que los anticuerpos neutralizantes se producen en individuos que
utilizaron una terapia con bacteriéfagos o estuvieron expuestos naturalmente a estos y, que
diferentes tipos de bacteriofagos pueden estimular diferentes tipos de anticuerpos por la
diferenciacion de sus antigenos. Los bacteridfagos relacionados entre si, usualmente
comparten antigenos similares que estimulan a la produccién de anticuerpos capaces de
reaccionar cruzadamente con especies de bacteriofagos relacionados (Dabrowska et al.,
2005).

La administracion de bacteriofagos puede ser por varias vias. La via oral les permite
alcanzar la circulacion sanguinea (fagemia) y migrar a los sitios de infeccion bacteriana,
ademas de penetrar otros tejidos y érganos incluido higado, bazo y rifion (Gorski y Weber-
Drabowska, 2005). La rapida penetracion a la sangre es seguida de la diseminacion a los
Organos internos y parece ser que la persistencia de bacteridfagos en el bazo es significativa
(Dabrowska et al., 2005). Ademas, se observa que la permanencia de la concentracion de
los bacteri6fagos en el hospedero animal, a través del tiempo, depende de la ausencia o
presencia de la bacteria susceptible (Dabrowska et al., 2005) y, su permanencia en los

tejidos dependera de la ruta de administracion (Gorski y Weber-Drabowska, 2005).

La presencia de bacteriofagos en el tracto gastrointestinal bajo ciertas
circunstancias, sugiere que estos pueden cruzar la barrera epitelial y entrar en sitios
extraintestinales como linfonodos mesentéricos, bazo e higado (6rganos primariamente
responsables de su eliminacién), y alcanzar la circulacion sanguinea (Gorski y Weber-
Drabowska, 2005). Se sefiala que los bacteriéfagos administrados por la ruta intravenosa
pueden ser rapidamente eliminados desde el sistema circulatorio y ser retenidos en forma

primaria por el bazo e higado, donde persisten por algunos dias (Gorski y Weber-
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Drabowska, 2005). Otros autores sugieren que por la misma via de ingreso se permite una
rapida y directa introduccion de estos a la circulacion sanguinea y su diseminacion a través
de este sistema (Merril et al., 1996).

Otras vias de administracion han entregado resultados bastantes similares de
efectividad en la penetracion de los bacteri6fagos en la sangre, como es la inyeccion
intraperitoneal; en este caso los titulos reflejan la dosis inicial y sélo hay una relativa
disminucion de ellos en el cuerpo animal. La penetracion sanguinea desde el peritoneo
ademéas de ser facil y réapida, tiene la habilidad para curar cuadros de septicemia en
animales. En forma similar, la inyeccion intramuscular puede también proteger de

infecciones bacterianas letales (Merril et al., 1996).

Atterbury et al., (2007) usaron bacteriéfagos via oral para reducir la colonizacion de
Salmonella en pollos broiler donde se obtuvo una reduccion significativa en el recuento
cecal para S. Enteritidis 1,53+2,38 logo ufc/g contenido cecal y S. Typhimurium 3,48+1,88
logio ufc/g contenido cecal en relacion a los grupos controles (5,77 y 5,67 logye ufc/g
contenido cecal). En el primer y segundo dia después del tratamiento con bacteriéfago, el
namero de S. Enteritidis se redujo significativamente, lo que también fue observado para la

cepa S. Typhimurium.

Huff et al., (2002) por otro lado, los utilizaron via aerosol en aves que fueron
desafiadas posteriormente con E.coli. Los resultados demostraron cambios significativos en
la mortalidad entre los grupos tratados con bacteriéfagos y los no tratados. En una primera
experiencia a los siete dias de edad, se utilizo la mezcla de dos bacteriofagos (DAF6 a 3,6 x
10" unidad formadora de placas (ufp)/mL y SPR0O2 a 4,6 x 10" ufp/mL) y la inoculacién
con E. coli 5,6 x 10° ufc/mL. Hubo diferencias en la mortalidad cuando se utilizé
bacteriofagos (30%) en relacion al grupo no tratado (60%). Cuando se utilizaron mayores
concentraciones de bacteriéfagos (2,6 x 10° ufp/mL de SPR02 y 2,35 x 10° ufp/mL DAF6)
se encontraron diferencias ain mayores en la mortalidad entre el grupo tratado (7%) y no
tratado (63%). En una segunda experiencia, pero a los diez dias de edad, también hubo
diferencia significativa entre el grupo tratado (3%) del no tratado (40%).
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Los mismos autores en el afio 2003, compararon la administracion de bacteriéfagos
vias aerosol vs. intramuscular en la proteccion de aves contra E. coli. Como resultado, se
encontré que el tratamiento via aerosol inmediatamente después de la inoculacién
bacteriana protegi¢ significativamente, disminuyendo la mortalidad en 30%. Sin embargo,
la administracion de los bacteriéfagos 24 o 48 horas después de la inoculacion bacteriana
no protegio en forma contundente. La via intramuscular de una sola dosis de bacteriéfago
inmediatamente después de la inoculacion de E. coli, redujo la mortalidad en forma
significativa en 36%. La inoculacion intramuscular produjo un titulo relativamente alto y
rapido a nivel sistémico, comparado con los obtenidos por via aerosol; pero, lo negativo de
la via intramuscular es que la mayoria de los bacteriéfagos son removidos relativamente

rapido lo que podria afectar la efectividad de la fagoterapia.

Fagoterapia

Hay un interés creciente en el uso de bacteriéfagos para controlar las infecciones
bacterianas (Huff et al., 2005); en especial porque pueden actuar frente a cepas bacterianas
altamente resistentes a los agentes antimicrobianos disponibles (Dabrowska et al., 2005) y
proveen una alternativa efectiva a estos (Huff et al., 2005). Es posible incluso, utilizarlos en
conjunto como terapia si es que la bacteria blanco adquiere resistencia a los
antimicrobianos o a los bacteri6fagos, porque es muy poco probable que sea resistente a

ambos; con la fagoterapia se prolongara una posible utilidad clinica (Carlton, 1999).

Con la fagoterapia hay una baja probabilidad de destruccién de la flora nativa
intestinal, respiratoria o de tracto urogenital y, por lo tanto, es poco probable que provoque
enfermedad y muerte cuando hay sobrecrecimiento bacteriano (Carlton, 1999). Los
bacteriéfagos pueden trabajar a dosis muy bajas y son facilmente utilizables en variadas
experiencias (Payne y Jansen, 2003). Los bacteriéfagos ademas pueden ser utilizados en el

control de patdgenos en alimentos (Sklar y Joerger, 2001).

Quizés, lo que mas puede limitar la eficacia de la fagoterapia es la rapida
eliminacion de los bacteriofagos; asi, se ha observado que sobre el 90% de los
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bacteriéfagos administrados al sistema circulatorio se eliminan rapidamente, de tal modo
que disminuye la efectividad de la dosis disponible para bacterias infectantes in vivo
(Merril et al., 1996).

Levin y Bull (2004), sugirieron que la fagoterapia s6lo es necesaria para disminuir el
namero de bacterias infectantes a un nivel donde las defensas del huésped pueden hacerse

cargo de las bacterias remanentes. Existen determinados prerrequisitos para la fagoterapia:

e Debe ser utilizada con sentido comun, donde la biologia de la terapia debe ser bien
entendida.

e Las preparaciones de bacteriofagos deben reunir todos los requerimientos de
seguridad, la preparacion debe estar libre de bacterias y sus componentes.

e Las preparaciones de bacteriofagos deben contener los bacteriéfagos infectivos;
ademas, el almacenamiento debe estar validado.

e El receptor del bacteriéfago debe ser conocido.

e La eficacia de la fagoterapia debe ser probado en un modelo animal, cada

bacteriofago puede comportarse en forma diferente in vivo.

Otros usos de los bacteriéfagos

En alimentos como las frutas, los bacteriéfagos han demostrado el biocontrol que
ejercen sobre bacterias tales como Listeria monocytogenes, pudiendo con su utilizacion,
disminuir los recuentos bacterianos (Leverentz et al.,, 2003); en carcasas de ave
contaminadas con S. Enteritidis o Campylobacter también se han utilizado con resultados

muy favorables en la disminucion bacteriana al aplicar bacteriéfagos (Higgins et al., 2005).

A nivel ambiental, se ha estudiado el posible uso de bacteriéfagos en el proceso de
tratamiento para aguas residuales donde los bacteri6fagos controlen patégenos especificos,
pero para eso, faltarian mas estudios sobre el comportamiento ecoldgico microbiano de los
componentes del agua y de sus interacciones para que los bacteriofagos sean una solucién

efectiva al problema ambiental (Withey et al., 2005).
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e Bacteridfagos versus E.coli

Huff et al., 2005 realizaron, en aves, un estudio para determinar si el uso de un
bacteriéfago previo al desafio con E. coli, puede prevenir la colibacilosis. ElI grupo
inoculado sélo con E. coli 10% ufc/mL tuvo 80% mortalidad, la que descendié a 30%
cuando se administré el bacteriéfago en 10° ufp/mL. Otro grupo desafiado con E. coli 10*
ufc/mL tuvo una mortalidad de 85%, la que descendidé a 40% cuando se administrd el
bacteriéfago en 10* ufp/mL. Mejores resultados se obtuvieron con bacteriéfago a una
concentracién de 10° ufp/mL que tuvo una mortalidad de 5% vy, de hasta un 0% cuando el
bacteriéfago llegé a la concentracion de 10° ufp/mL, donde la proteccién fue completa.
Esto demostr6 que la utilizacion de altos titulos de bacteri6fagos presentes en el sitio de la
infeccion previene, en este caso, la colibacilosis. Otra experiencia utiliz6 dos bacteriéfagos
SPRO2 (10° ufp/mL) y DAF6 (10°ufp/mL) via aerosol en distintos grupos, desafiados
inmediatamente y a los 7, 8 y 10 dias de edad. Se encontré que el grupo tratado con
bacteriéfagos inmediatamente antes de E. coli, tuvo un 7% mortalidad; el tratado con
bacteriéfagos a los siete dias y desafiado a los ocho, un 27% mortalidad. Por ultimo, el
grupo tratado con bacteriéfagos a los siete dias y desafiado a los diez dias tuvo una 3%
mortalidad. Se concluyd que el uso de bacteriéfagos fue efectivo al prevenir el comienzo de
una severa colibacilosis cuando son administrados inmediatamente previos al desafio de las
aves con E. coli y ademas previno el cuadro cuando los bacteri6fagos fueron administrados
tres dias antes que la bacteria, lo que sugiridé que una administracion de bacteriéfagos en la
nacedora antes de llegar al lugar de crianza proveeria proteccién en el momento de mayor

susceptibilidad a las infecciones respiratorias.

Los mismos autores el afio 2006, evaluaron diferentes titulos de bacteriéfagos en
pollos broiler para el tratamiento de colibacilosis. Para esto, se utilizaron dos bacteriéfagos
en forma separada a diferentes concentraciones para tratar la infeccién por E. coli. Una
primera experiencia consisti6 en la administracion del bacteriéfago SPR02 o DAF6 10° ufp
por si solos; y en el desafio de E. coli 6 x 10* ufc/mL a los siete dias de edad, donde
posteriormente se administrd el bacteriofago SPR02 o DAF6 en concentraciones

decrecientes 4 x 10°, 10°10%10? ufp via intramuscular. Las aves fueron eutanasiadas a las
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tres semanas de edad. Los resultados observaron que la mayor concentracion de
bacteri6fago (10° ufp) en SPRO2 y (10° ufp) en DAF6 tuvo el menor porcentaje de
mortalidad (7%) en relacion al grupo control (48%). Ademas, se observaron diferencias
entre los dos bacteriofagos, las aves tratadas con SPRO2 tuvieron una mortalidad muy baja
(10%) a la concentracion de 10* ufp, lo que no se observé con DAF6 donde la mortalidad
de las aves tratadas fue de 23%. En una segunda experiencia se varié la concentracion de E.
coli 9 x 10* ufc/mL y donde las concentraciones de bacteridfagos fueron 3 x 108, 10°, 10* y
10? ufp. A estas concentraciones el bacteriéfago SPR02 se comporté muy diferente de la
primera experiencia, la menor mortalidad continué con 10° ufp, pero a una concentracion
de 10* ufp la mortalidad se elevé en cinco veces (50%). En relacion al bacteri6fago DAFS,
este aumento6 la mortalidad con su utilizacion en todas las concentraciones, manteniéndose
entre 37- 47%.

Por otro lado, Barrow et al (1998), utilizaron bacteriéfagos liticos en cuadros
septicémicos contra E. coli en pollos y terneros infectados. Se observd que la bacteria en
ausencia del bacteriéfago produjo 100% de mortalidad en los pollos, pero cuando tanto la
bacteria como el bacteriéfago se administraron via intramuscular, a la misma concentracion
(10°), no hubo mortalidad. La administracién del bacteriéfago 10* ufp también produjo una
proteccidn significativa en las aves, indicando que el bacteriéfago se multiplico in vivo. La
administracion de 107 ufp del bacteriéfago produjo alguna proteccién pero hubo mortalidad
de las aves en relacion a las demés concentraciones. Esta misma terapia fue utilizada en
terneros privados de calostro e inoculados via oral con E. coli H247 10 ufc y 8 horas
después inyectados con bacteri6fago 10 ufp via intramuscular. Al sacrificio de los
terneros tres dias post infeccion para tomar muestras intestinales de la cepa desafio, se
observo que de cuatro animales, s6lo uno enfermd, encontrandose bacterias mutantes

resistentes a la accion del bacteriéfago.
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e Bacteridfagos versus Campylobacter

Atterbury et al. (2005) seleccionaron 205 broiler en el Reino Unido, desde
diferentes grupos de aves que fueron posteriormente sacrificadas y necropsiadas,
removiéndose ambos ciegos, donde se aislaron Campylobacter jejuni y un bacteriéfago
litico especifico para Campylobacter. Ciento veintinueve pollos broiler de 205 (63%)
tuvieron solo aislamiento cecal de Campylobacter y 41 de 205 (20%) aislamiento del
bacteriéfago litico. Se evidencidé que las aves con ambos aislamientos tuvieron una
significativa reduccion en el recuento cecal de la bacteria (5.1 logyo ufc/g) (P<0,001) en
comparacién a las muestras que soélo evidenciaban Campylobacter (6.9 logyo ufc/g). Esta
reduccion en el titulo fue de 2 logip, Fue interesante observar que la bacteria no fue aislada
de 29 de 41 (71%) ciegos positivos al bacteriéfago, lo que se compard con 47 de 164 (29%)
de los ciegos negativos al bacteri6fago. Esta diferencia entre las incidencias pudo haber
sido debida a que la poblacion de bacteriéfagos actud para reducir la colonizacién cecal de
la bacteria bajo los niveles de deteccion (2 1ogio). Se concluy6 que el bacteridfago afectd el
nimero de Campylobacter, lo que demostrd la correlacion entre la presencia del
bacteriofago en un ambiente natural y la reduccion en el recuento de Campylobacter

colonizada en el ciego de las aves.

Carrillo et al., (2005) a su vez, estudiaron los bacteriéfagos CP8 y CP34 como
terapia para reducir la colonizacién por Campylobacter jejuni en pollos broiler; éstos se
inocularon a los 20 dias de edad via oral con C. jejuni 5 logso ufc; 5 dias post inoculacion
fueron tratados con bacteriofagos, en dosis desde 5 logio hasta 9 logio ufp. Se sacrificaron y
se les realiz6 la necropsia con intervalos de 24 horas. Los resultados evidenciaron que al
utilizar tanto el bacteriéfago CP8 como CP34 a una concentracién de 7 log;o ufp hubo una
reduccion en el recuento de C. jejuni de 5,6 logi y 3,9 logio ufc/g de contenido cecal
respectivamente; ademas con el bacteriofago CP34 los recuentos en drganos fueron
menores. Ambos bacteriofagos a la concentracion de 9 log;o ufp de acuerdo a los autores no
tuvieron resultados efectivos en la disminucion del recuento cecal de C. Jejuni en los
primeros dias de la experiencia, pero posteriormente al cuarto dia hubo una disminucion de

1,4 log;o ufc/g de contenido cecal.
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Si observamos lo que pasa a nivel industrial, Atterbury et al., (2003) estudiaron la
aplicacion del bacteriéfago @2 en la superficie de la piel de pollos contaminados con
Campylobacter y, como a diferentes temperaturas se reducia su recuento. Trozos de piel (2
cm?) fueron inoculados con Campylobacter jejuni 10° ufc seguida 30 minutos después con
el bacteriofago ®2 107 ufp. Posteriormente las muestras fueron almacenadas a 4°C o a -20
°C. A los dias 1, 3 y 5 se sacaron muestras que estaban a 4°C y el dia 5 a -20°C. En los
grupos controles inoculados con C. jejuni 10° 0 10* ufc, el recuento fue de 5,3 logyo ufc y
3,3 logy ufc promedio; con el uso del bacteriéfago a 10" ufp hubo una reduccién
significativa de 1,1 log;o del recuento de la bacteria en todos los tiempos muestreados de
muestras almacenadas a 4°C en relacion con el control positivo. Los recuentos fueron
significativamente menores (2,3 logio) al estar las muestras congeladas. Se concluyo6 que el
bacteriofago sobrevivid la baja temperatura de almacenamiento y redujo los recuentos de la
bacteria, ademas el hecho de congelar las muestras también bajo el recuento bacteriano. Lo
importante es que en estas condiciones los bacteriéfagos utilizados deben encontrarse con

su bacteria blanco para poder actuar.

Goode et al., (2003) por otro lado, evaluaron la reduccion de la contaminacion
experimental de piel de pollo con Salmonella y Campylobacter mediante la aplicacion de
bacteriofagos liticos. Realizaron una experiencia donde piezas de piel de pollo fueron
inoculadas con Campylobacter jejuni 10* ufc/ cm? y con un bacteriéfago para C. jejuni 10°
ufp/cm?; el tratamiento con el bacteriéfago a 10° ufp/ cm? redujo significativamente el
recuento de Campylobacter en 95% (4,05 a 1,74 log;o ufc/ cm?).

e Bacteridfagos versus Listeria

En frutas, Leverentz et al., (2003) estudiaron biocontrol de Listeria monocytogenes
en cortes frescos, utilizando bacteridfagos liticos y bacteriocinas (péptidos con actividad
bactericida contra especies bacterianas). Trozos de manzanas y melones se trataron con
bacteriofagos sobre 2 log en relacion a la concentracion bacteriana, posteriormente se
inocularon con L. monocytogenes 5 x 10° ufc/mL. En los resultados se encontré que el

tratamiento sélo con bacteriofagos redujo el recuento bacteriano en melon; el que se
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potencio al adicionarle bacteriocina (nisina). Usando la combinacion de bacteriéfagos més
bacteriocina la poblacion de L. monocytogenes bajé de 5,8 log a 1,4 log en cortes de melon
y de 3,5 log a 0,6 log en cortes de manzana. Este resultado estuvo influido por el pH de los
sustratos debido a que la concentracion bacteriana (crecimiento) de L monocytogenes
depende del pH al que se enfrenta, donde su pH 6ptimo de crecimiento es de pH 6 a 8. En
los cortes de meldn, el pH vari6 de 5,5 a 6,5 y en la manzana de 3,8 a 4,2.

Debido a los buenos resultados encontrados con el uso de bacteriéfagos en Listeria
monocytogenes, en el afio 2006 la Food and Drug Administration (FDA) aprob6 su uso para
ser agregados a la carne y productos avicolas listos para su consumo. Este es un preparado
de 6 bacteriofagos purificados, especificos contra L. monocytogenes. Esto marca el inicio
de la regulacion de la FDA en el uso de preparaciones de bacteriéfagos como aditivo de
alimentos. La preparacion aprobada se reporta efectiva contra 170 cepas de L.
monocytogenes y cada bacteriéfago es especifico contra varias cepas, incluidas las cepas

asociadas a enfermedad por los alimentos, de acuerdo al registro federal (Bren, 2006).

e Bacteridfagos versus Salmonella spp.

Atterbury et al., (2007) usaron bacteri6fagos especificos para reducir la
colonizacion en cepas de Salmonella (Enteritidis, Hadar y Typhimurium) utilizando tres
grupos de pollos broiler, uno para cada serotipo. Cada grupo de pollos broiler
posteriormente estuvo dividido a su vez en cuatro subgrupos A, B, C y D. El grupo A fue
inoculado con Salmonella via oral, el grupo B so6lo inoculado con bacteriéfago via oral y
los grupos C y D recibieron Salmonella y bacteriéfago. A los 36 dias de edad, las aves de
los grupos A, C y D fueron desafiadas con una suspension de Salmonella nal" con el
serotipo correspondiente a la concentracion de 8,0 logso ufc/mL, El grupo B en cambio, fue
inoculado con PBS (buffer fosfato). A los 38 dias de edad, los grupos B, C y D fueron
inoculados ademas con el bacteriéfago a la concentracion de 9,0 logio ufp (bacteriofago
@151 para S. Enteritidis, bacteriofago @ 25 para S. Hadar y bacteriéfago @ 10 para S.
Typhimurium). Cuando los bacteriéfagos fueron administrados a 9,0 log;o ufp/mL no

redujeron el recuento de Salmonella en los ciegos de ninguno de los serotipos probados.
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Los bacteri6fagos fueron removidos rapidamente desde el intestino de los pollos en la
ausencia de Salmonella (grupo B).

En la segunda experiencia en las que se utilizé 11,0 log;o ufp de cada bacteriofago,
se obtuvo una reduccidn significativa en la colonizacion de los ciegos para S. Enteritidis
1,53+2,38 log;o ufc/g contenido cecal y S. Typhimurium 3,48+1,88 log;o ufc/g contenido
cecal después de 24 horas en relacion a los grupos controles (5,77 y 5,67 logio ufc/g
contenido cecal respectivamente); No hubieron diferencias entre los grupos tratados con
bacteriéfagos y el grupo control para aves colonizadas con S. Hadar (5,77 y 5,34 logio ufc/g
contenido cecal respectivamente). En el primer y segundo dia después del tratamiento con
bacteriofago, el nimero de S. Enteritidis se redujo significativamente, lo que también fue
observado para la cepa S. Typhimurium. Sin embargo no hubo reducciones significativas

en el recuento de S. Hadar en ninguna de las dos experiencias (Atterbury et al., 2007).

A diferencia de lo observado en fagoterapias de dosis Unica, Toro et al., (2005)
evaluaron la eficacia de un cdctel de tres bacteridfagos (S2a, S9 y S11) a la concentracion
de 5,4 x 10° ufp/ave, dosificados en los dias 4, 5, 6, 8, 9 y 10 de edad en pollitos Leghorn
inoculados el dia 7 de edad con S. Typhimurium (2,4 x 10° ufc/mL) y sacrificados al dia 11.
Muestras de ileon de pollitos tratados con bacteriéfagos mostraron en forma significativa
un menor recuento de S. Typhimurium (1.1 ufc/mL), que en pollitos no tratados (81.8
ufc/ml). Ademas, se observd una diferencia significativa en la colonizacion de ciego por S.
Typhimurium, que disminuyd aproximadamente en 2500 ufc/mL. Esto demostré que los
pollitos tratados con bacteriéfagos evidenciaron en el ciego, 6 veces menor cantidad de
bacterias que los no tratados con bacteri6fagos. Por otra parte se observo un aumento de
peso en los pollos tratados con bacteriofagos (74,61 gr. vs 68,01 gr.). Esta diferencia de
peso confiere un efecto protector del tratamiento utilizado, a pesar de que no se encontraron
diferencias significativas (P >0,05).

Filho et al., (2007) a su vez, emplearon diferentes “pooles” de bacteriofagos para

reducir S. Enteritidis en aves. Recolectaron un “pool” de 4 bacteriéfagos (CB40) de

corrales de broiler y un “pool” de 45 bacteriéfagos (WT450) de aguas residuales. Pollitos
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de un dia de edad, divididos en cuatro grupos, recibieron via oral S. Enteritidis 9 x 10° ufc/
ave. El primer grupo no recibid tratamientos, el segundo fue tratado con “pool” de
bacteriéfagos WT45¢ 108 ufp/ ave via oral, una hora post-inoculacién. El tercer grupo con
“pool” bacteriéfagos CB40 10® ufp/ ave via oral, una hora post-inoculacion y el cuarto
grupo, la mezcla de ambos bacteriéfagos (10% 10° ufp/ ave) via oral. La mitad de cada
grupo de pollitos se sacrificd a las 24 horas y la otra a las 48 horas. Se observo que el uso
de los grupos de bacteri6fagos solos o combinados redujeron significativamente el recuento
de S. Enteritidis (P<0,05) desde tonsilas cecales a las 24 horas en relacion al grupo control;

sin embargo no hubo diferencias significativas a las 48 horas postratamiento.

En relacion al uso de pollos sembradores como diseminadores de Salmonella spp.,
Fiorentin et al., (2005) trataron via oral, con bacteriéfagos a broiler desafiados con S.
Enteritidis PT4. Los pollos fueron infectados durante los tres primeros dias de edad
mediante el contacto con pollos sembradores “seeder” infectados con S. Enteritidis 10°
ufc/mL; posteriormente a los siete dias de edad fueron tratados con una mezcla de tres
bacteriéfagos liticos 10** ufp/mL. Post tratamiento, los pollos fueron necropsiados en
intervalos de 5 dias donde se tomaron muestras de bazo, higado, ciego incluidas las tonsilas
cecales. Los resultados encontrados demostraron a los 15 dias post tratamiento que el uso
de bacteriofagos disminuy6 el recuento cecal de S. Enteritidis a 9,58 log;o ufc/g en relacion
al control de infeccion (9,98 logio ufc/g) pero sin resultados estadisticamente significativos
(P=0,2200). A los 20 dias post tratamiento los recuentos cecales fueron ain menores en
relacion al grupo con bacteriéfagos 7,97 logio ufc/g en relacion al control infeccion 9,81
logip ufc/g (P= 0,0620). En cuanto a higado y bazo positivos a S. Enteritidis, estos
disminuyeron su recuento a los 10 dias post tratamiento con bacteriéfagos, pero sin

diferencias estadisticamente significativas.

Sklar y Joerger, (2001) también utilizaron bacteriofagos para tratar la infeccion de
S. Enteritidis en pollos broiler. En una primera experiencia se infecté con S. Enteritidis 10*
ufc/mL y tres horas después se administré una sola dosis 102 ufp/mL de cada uno de cuatro
bacteriofagos (MOT2, CON, P1:1 e IP); los resultados no fueron estadisticamente
significativos (P= 0,53) entre los grupos tratados con distintos bacteriofagos y el grupo
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control sin bacteriéfagos, tampoco hubo diferencias entre bacteriéfagos. En una segunda
experiencia, compararon la administracion del bacteriéfago P1:1, con dosis de 10" ufp por
el alimento y agua de bebida, encontrdndose un menor recuento cecal de Salmonella con el

bacteriofago administrado en el alimento (0,9 logso ufc/g contenido cecal).

En Chile también se ha estudiado el uso de bacteriéfagos via oral. Borie et al.,
(2004) describieron la utilizacion de un bacteriéfago nativo (F3a), como biocontrolador de
la colonizacion de S. Enteritidis en pollitos broiler experimentalmente infectados. Bajo ese
contexto, se inocularon oralmente cuatro grupos de 15 pollos de 10 dias de edad. El
primero con 1:1 bacteria/ bacteriéfago ( 4 x 10° ufc/mL: 10° ufp/mL) y el segundo con 1:10
bacteria / bacteriéfago (4 x 10° ufc/mL: 107 ufp/mL), el tercer grupo conformé el control de
infectividad de la cepa desafio S.E nal’ rif” recibiendo una dosis de 4 x 10° ufc/mL, y el
cuarto grupo fue inoculado sélo con el bacteriéfago en una dosis 10" ufp/mL, constituyendo
el grupo control de inocuidad del bacteriéfago. Todos se sacrificaron 10 dias después. En
el grupo control de inocuidad del bacteriéfago, inoculado con 10" ufp/mL, no se observé
dafio en organos internos a nivel macroscopico. Se encontrd que la dosis de bacteriéfago
10° bajo significativamente el aislamiento de S. Enteritidis en higado y corazén y, si se sube
la dosis a 10" ufp disminuye el aislamiento en intestino. Se concluyé que el uso del
bacteriéfago f3aSE reduce tanto sistémica como intestinalmente la infeccion en pollos

desafiados con S. Enteritidis.

En otro estudio realizado en el pais por Santander y Robeson (2004), se utilizo el
mismo bacteriofago f3aSE para comprobar proteccion contra S. Enteritidis y S. Pullorum
en el nematodo Caenorhabditis elegans. Se encontrd que el bacteriéfago f3aSE lo protege

de la infeccion y subsiguiente muerte por S. Enteritidis.

Borie et al., (2006), continuando con su investigacion, utilizaron pollas Leghorn
SPF que a los diez dias de edad recibieron una mezcla de tres bacteriéfagos liticos via oral
(10® ufp/mL), aislados de muestras fecales y aguas servidas desde el sector avicola
nacional. Seis horas post inoculacion con los bacteriofagos, las aves fueron desafiadas con

S. Enteritidis 8,3 x 10° ufc. El sacrificio se realizé diez dias después obteniéndose muestras
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de intestino completo y “pool” de érganos (higado, bazo, corazon) para reaislar la cepa
desafio. Se concluyé que la utilizacion de la mezcla de bacteriofagos bajé la incidencia y el
recuento de S. Enteritidis en el intestino de las aves, ya que la cepa desafio se reaislo en un
60% en pollos tratados, mientras que en el control fue de 80%; ademas, el recuento

disminuyo en 2,7 log;, ufc/g.

En cuanto a la utilizacion de bacteriofagos en productos avicolas, Higgins et al.,
(2005) estudiaron el uso de bacteriofagos para reducir Salmonella en carcasas de broiler y
pavos comerciales; para esto se obtuvo una suspension de lavado de la cavidad
abdominotoracica desde las carcasas comerciales previamente inoculadas con S. Enteritidis
y bacteriofago PHL 4 en diferentes concentraciones. En la primera experiencia se agrego S.
Enteritidis en concentraciones de 0,92 x 10° 10%, 10? y 10°® ufc/mL, ademas del
bacteriofago PHL 4 10° o 10" ufp/mL. Encontrandose que la mayor concentracion del
bacteriéfago PHL 4 aplicado (10™ ufp/mL) redujo significativamente (P< 0,05) el recuento
de S. Enteritidis entre 50 y 100 %, a todos los niveles de contaminacion aplicados en
relacién a los controles. En la segunda experiencia, las suspensiones de lavado desde la
cavidad abdominotoréacica fueron contaminadas con S. Enteritidis 10° o 10% ufc/mL y
bacteriéfago 0, 102, 10*, 10°, 10° 0 10 ufp/mL. El bacteriéfago a la concentracion de 10% o
10" ufp/mL redujo en 70% (P< 0,05) el recuento de S. Enteritidis en relacién a los

controles.

En otra experiencia, utilizaron carcasas de pollos broiler, las que se inocularon en el
area pectoral con S. Enteritidis 31 ufc y bacteriéfago 10*° ufp/mL, o S. Enteritidis 20 ufc y
bacteriéfago 0,53 x 10%, 10°, 108 0 10 ufp/mL. Se demostré que las carcasas con 31 ufc y
bacteriéfago PHL4 5,5 x 10 ufp/mL, redujeron en 85% el recuento de S. Enteritidis en
comparacion al control. Estos recuentos se redujeron en 93% al utilizar 21 ufc y
bacteriéfago 5,5 x 10® ufp/mL en relacién al control. Por dltimo, a carcasas de pavos
comerciales naturalmente positivos a Salmonella, se les adiciond bacteriéfagos 1,6 x 10°
ufp/mL, 1,8 x 10" ufp/mL, o una combinacién de bacteriéfagos 8,9 x 10" ufp/mL. Este
tratamiento redujo significativamente el recuento de Salmonella en 55-58 % (Higgins et al.,
2005).
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Goode et al., (2003) por otro lado, evaluaron la reduccion de la contaminacion
experimental de piel de pollo con Salmonella y Campylobacter mediante la aplicacion de
bacteriofagos liticos. Realizaron varias experiencias con distinta multiplicidad de infeccion
0 (MOI), que es la relacion entre el numero de bacteriofagos por una bacteria. En la primera
experiencia, grandes piezas de pollo (area 60 cm?) se inocularon con S. Enteritidis a 10° ufc
cm?; posteriormente a la mitad de las porciones se les administré bacteriéfagos 10° ufp/
cm?. Se tomaron muestras de tres areas separadas (10 cm?) de cada porcion de pollo antes
del tratamiento con el bacteriéfago y después de 24 y 48 horas. Cuando los bacteriéfagos
fueron aplicados a un MOI de 10" el recuento de Salmonella cay6 de 3,91 logso ufc/ cm? a
2,96 logyo ufc/ cm? después de 48 horas de incubacién en relacion al grupo control, donde

el recuento baj6 de 3,92 logyo ufc/ cm? a 3,71 logyo ufc/ cm?,

En otra experiencia, 15 piezas de piel de pollo fueron infectadas con S. Enteritidis a
3,7 logy ufc/cm?. Cinco piezas fueron tratadas con bacteriéfago P22 7,1 logso ufp/ mL,
cinco piezas con bacteriéfago 29c¢ 8,1 logio ufp/ mL para producir un MOI entre 100 y
1000; cinco piezas de pollo no fueron tratadas, donde en estas Gltimas el recuento
bacteriano fue 4,66 logip y en las piezas tratadas con los bacteriéfago P22 o 29c los
recuentos fueron de 2,83 y 1,92 logi, respectivamente; esto correspondio a una reduccion
de 98,7 y 99,2%, respectivamente, donde ambos resultados fueron altamente significativos
(P <0,01) (Goode et al., 2003).

En una tercera experiencia, piezas de piel fueron inoculadas con S. Enteritidis 10* o
10? ufc/ cm?. Algunas correspondieron a control, y a otras se les adiciond bacteriéfago 29c
107 ufp/ cm. El recuento bacteriano en el control fue de 2,03 logso, V las tratadas con el

bacteriéfago cero ( Goode et al., 2003).

Por Gltimo, se inocularon piezas de piel de pollo con 10% ufc de S. Heidelberg y S.
Enteritidis PT6. Posteriormente algunas fueron tratadas con bacteri6fago 29c a igual
concentracion. El recuento para S. Heidelberg en el grupo control fue 2,07 logso, que bajo a
cero en las piezas tratadas con bacteriofagos. Para S. Enteritidis el grupo control tuvo un
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recuento de 2,23 logiy que bajé a 0,3 logio en las piezas tratadas. Los bacteri6fagos
persistieron sin disminuir su nimero en la piel, por al menos 48 horas. Se sugirié que su
aplicacion puede proteger a las carcasas contra la contaminacion cruzada de patdgenos

desde otras carcasas o superficies (Goode et al., 2003).

e Fagoterapia contra Salmonella spp. asociada a probidtico

Toro et al., (2005) estudiaron el posible sinergismo entre la utilizacion de
bacteriofagos y probidticos en pollos Leghorn SPF infectados con S. Typhimurium.
Utilizaron el probidtico via oral, durante tres dias desde el dia de edad; durante los dias 4,
5,6, 9y 10 de edad les administraron un céctel de bacteriéfagos (5,4 x 10° ufp) y se les
desafi6 el dia 7 con S. Typhimurium nal” (7,9 x 10° ufc/mL). Se observaron disminuciones
en los recuentos de ileon y ciego de las aves al utilizar los dos biocontroladores,
evidenciandose niveles marginales de S. Typhimurium en el ileon al utilizar los
tratamientos de probidtico y probidtico mas bacteriéfagos, con una disminucion de 17.000
ufc/mL aproximadamente con ambas terapias . En el ciego, los tratamientos de probidtico y
probidtico mas bacteriofagos disminuyeron también los recuentos en relacion a los
controles, de 70.000 ufc/mL a 40.000 ufc/mL y 10.000 ufc/mL respectivamente.

Ademas, a los 10 dias pos desafio observaron un aumento de peso de 24 gr. en las
aves tratadas con bacteriéfagos (P < 0,05); en los tratados con probiético y probidtico mas

bacteriofagos los pesos aumentaron de 10 a 12 gr.

Filho et al., (2007) al respecto, también utilizaron bacteri6fagos y probiético para
reducir S. Enteritidis. Pollitos de un dia de edad se inocularon con S. Enteritidis; un grupo
recibio bacteriéfago, via cloacal, una hora post inoculacion de S. Enteritidis. Un segundo
grupo fue tratado via cloacal con el probidtico dos horas post inoculacion de Salmonella y
un tercer grupo recibid el tratamiento con los dos biocontroladores. Los resultados
demostraron que al usar en forma conjunta los dos biocontroladores administrados via
cloacal, estos redujeron significativamente (36%) el aislamiento de S. Enteritidis (P<0,05)

en las tonsilas cecales, en relacion al grupo control (80%).
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La escasa informacién sobre el uso en conjunto de dos biocontroladores, como de
probidtico y bacteriéfagos, mas los alentadores resultados obtenidos en estudios con uso
individual tanto de probidticos como bacteriofagos, reflejan la necesidad de seguir
investigando si existe 0 no una potenciacion de estos resultados al utilizarlos en pollos

comerciales jovenes para combatir la colonizacion de Salmonella spp.
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HIPOTESIS

Dado que en Chile se ha demostrado eficiencia del uso de bacteridfagos nativos frente a la
colonizacion de Salmonella spp. en pollos, es interesante confirmar que la asociacion de
bacteriéfagos y probioticos disminuye, al menos a nivel intestinal, la colonizacién de

Salmonella Enteritidis en pollos comerciales experimentalmente infectados.

1. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al control de Salmonella spp. en aves comerciales mediante el empleo de una

asociacion de dos biocontroladores.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar en pollos comerciales la efectividad de un probidtico frente al desafio con S.

Enteritidis.

Analizar, en pollos comerciales experimentalmente infectados con S. Enteritidis, la
eficiencia del biocontrol por administracion de un probidtico mé&s una mezcla de

bacteri6fagos.
Determinar, en pollos comerciales experimentalmente infectados con S. Enteritidis, si

existe diferencia en la ganancia de peso entre los grupos probidtico versus probi6tico mas

bacteriofagos.

49



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se efectu6 como parte del proyecto Fondecyt n® 1060569
“Biocontrol de Salmonella spp. en Medicina Veterinaria mediante el uso de Bacteriéfagos.”
Durante el primer afio de este proyecto (2006) se determind que el uso de una mezcla de
tres bacteriofagos fue mas eficiente que su dosificacion en forma individual y que la via de
administracion en aerosol produjo los mejores resultados en el biocontrol de Salmonella
spp. Con estos antecedentes, este trabajo continu6 con las metodologias que lograron los
mejores resultados y fue realizado, en su totalidad, en los Laboratorios de Microbiologia y
otras dependencias del Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron aproximadamente 150 pollas hembras de reposicion White Leghorn de
un dia de edad, provenientes de un criadero comercial sin evidencias de salmonelosis y con
vacunacion de las madres contra Salmonella Enteritidis. Para corroborar la ausencia de
Salmonella spp. en las pollas hembras experimentales, se les realizé un coprocultivo a los
dos dias de edad y, ademas en muestras fecales se realizo el método de PCR (Reaccién en
cadena de polimerasa) especifico para Salmonella spp. Se utilizaron aves negativas a
Salmonella spp. por ambos métodos.

Las aves fueron criadas en jaulas desde el primer dia de edad, en la Unidad de
Animales Experimentales del Departamento de Medicina Preventiva Animal, con
temperatura controlada (36°C — 30°C) y luminosidad apropiada (100 Lux); ademas, se les

proporciono alimento formulado sin antibioticos y, agua potable ad libitum.
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2. CEPA DESAFIO

Se utiliz6 una cepa nativa de Salmonella Enteritidis de origen aviar, donada en 2002
por la Dra. Irma Acevedo del Laboratorio de Bacteriologia del Servicio Agricola y
Ganadero (SAG), Ministerio de Agricultura. Luego de nueve pasajes (P-9) en gallinas para
exacerbar su virulencia, se selecciond una mutante espontdnea con marcadores genéticos de
resistencia a Acido Nalidixico (nal") y Rifampicina (rif") en el Laboratorio de Bacteriologia
del Instituto de Biologia de la Pontificia Universidad Cat6lica de Valparaiso, originandose

la cepa S.E. nal' rif".

3. CALCULO DE DOSIS MINIMA INFECTANTE (DMI)

La dosis minima infectante (DMI) correspondié a la minima cantidad de bacterias
S.E. nal' rif" inoculadas, que permitieron el reaislamiento de esta cepa desafio al menos en

el 85% de las aves a los 10 dias post-infeccion (p.i), independiente del tipo de muestra.

La DMI de la cepa desafio S. Enteritidis P-9, se obtuvo por cultivo en caldo comun,
incubacidon a 37°C por 24 horas y luego ajuste a la turbidez del tubo N° 0.5 del Nefelometro
Mc Farland (1,5 x 10° bacterias). De esta concentracion se realizaron diluciones al décimo,
hasta una concentracion teérica de 1,5 x 10" bacterias. Cuatro grupos de 10 aves cada uno,
de siete dias de edad, se inocularon via oral, con un mL de distintas suspensiones
bacterianas que contenian diferentes diluciones: 10%, 10*, 10° y 10° ufc/mL. Estas dosis se
corroboraron por recuento en placa, utilizando agar XLD (Difco®) con Acido Nalidixico y
Rifampicina (20 pg/mL cada uno). Diez dias post inoculacion, se realizo el sacrificio de las
aves mediante dislocacién cervical (Beaver, 2001) y se obtuvieron de cada ave, muestras de
intestino completo y “pool” de drganos internos (higado, corazén y bazo) para bacteriologia

cualitativa (ver descripcion en punto 6.1).
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4. PROBIOTICO

Se utiliz6 el producto comercial de exclusion competitiva Broilact® (Orion
Corporation), cuya ficha técnica sefiala contenido de bacterias anaerébicas 4,4 x 10'° ufc/g,

Enterococcus spp. 1,0 x 10° ufc/g, Lactobacillus spp. 2,3 x 107 ufc/g y bacterias coliformes

no patégenas 4,4 x 10° ufc/g.

Foto N° 1. “Agente regenerador” para el producto Broilact® Foto N° 2. Probidtico listo para su utilizacion.

La preparacion, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, consistié en
mezclar 20 g del agente regenerador (Foto N°1) en un litro de agua destilada tibia; se
homogeneiz6 suavemente y se adicion6 a razon de 600 mL a 2g de Broilact® (Orion
Corporation) que es la dosis para 2000 aves (Foto N°2), de esta suspension se calcul6 la
cantidad necesaria para administrarse en las 60 aves de los dos grupos experimentales que
utilizaron el producto. Esta mezcla se dejo reposar media hora antes de su utilizacién en las
aves. El probidtico se administr6 via aerosol en gotas de un tamafio visible,

aproximadamente de un mm, hasta mojar completamente cada ave (Foto N°3).
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Foto N° 3. Pollas de reposicion Leghorn recién tratadas con el probiético.

5. BACTERIOFAGOS

Se utilizé una mezcla de tres bacteriofagos liticos nativos (E2, E16 y F18) aislados
desde aguas residuales asociadas a plantas avicolas de la Quinta regién. Se empled una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 10° ufp, que corresponde a la relacién del nimero de
bacteriofagos por una bacteria. Los bacteriéfagos fueron purificados y preparados por el Dr.
James Robeson de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. Se suspendieron en
agua destilada estéril y fueron dosificados mediante aerosol (Desvac®) con una gota de

tamafio inferior a 20 um.
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6. GRUPOS EXPERIMENTALES

Cuadro N°1. Disefio experimental de los cinco grupos de pollas Leghorn inoculadas con

un probidtico y/o mezcla de bacteriéfagos previo a la inoculacion con S.E.

Grupos N° de aves* Concentracion de Probiético Dosis de S. E
Bacteriéfagos
1. Control negativo 30
2. Control infeccién 30 1DMI
3. Terapia probidtico 30 + 1DMI
4. Terapia fagos 30 MOI 10° ufp 1DMI
5. Terapia probiético 30 MOI 10° ufp + 1DMI
mas fagos

DMI: dosis minima infectante. MOI: multiplicidad de infeccién. Probiotico: dosis Unica al dia de edad.

Bacteridfagos: seis dias de edad. S.E: inoculacién siete dias de edad.

Todos los grupos permanecieron bajo iguales condiciones de ambiente y
alimentacion. La experiencia se inici6 al dia de edad, los grupos 3 y 5 recibieron el
probidtico via aerosol, hasta quedar totalmente mojados. Ademas, ambos grupos fueron

pesados colectivamente tanto al primer dia como al final de la experiencia.

A los seis dias de edad, los grupos 4 y 5 recibieron como terapia la mezcla de
bacteriéfagos en una dosis de 10° ufp (MOI) via aerosol, mediante dos aplicaciones en el
dia. Al dia siete de edad las aves con terapias de los grupos 3, 4 y 5, més el control de la

infeccion, fueron desafiados via oral con 1 DMI de S. Enteritidis nal" rif P-9. A los 14 dias
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de edad (7 dias p.i) todas las aves, de todos los grupos, fueron sacrificadas mediante
dislocacion cervical (Beaver, 2001) y necropsiadas en forma individual para obtener dos
muestras, una correspondiente a un “pool” de o6rganos internos (corazén, bazo e higado) y
la otra de ambos ciegos. A ambas muestras se les realizé bacteriologia cualitativa para el
reaislamiento de la cepa desafio; s6lo a las muestras de ciego se les realizd bacteriologia
cuantitativa para el recuento de Salmonella (ufc/g).

6.1 Bacteriologia Cualitativa

El reaislamiento e identificacion de la cepa desafio se realizd en todas las aves de
los grupos experimentales, incluyendo el grupo control sano que no recibid terapia ni

salmonela. Se utilizd la técnica descrita en Murray y Barton (1993).

A cada muestra individual de “pool” de drganos internos y de ciegos, en bolsas
estériles, se les adiciond 100 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (Difco®) y se sometieron
a un equipo Masticator (luL instruments) por 180 segundos. Posteriormente las bolsas se
incubaron a 37°C por 72 horas. Del caldo, con 48 horas de incubacion, se sembraron tres
asadas en agar XLD (Difco®) con 20 pg/mL de Acido Nalidixico y Rifampicina (Arlab®),
para el reaislamiento de la cepa desafio. Si la muestra resultd negativa a este cultivo, se
resembré con 72 horas de incubacion. Las muestras que resultaron negativas a la
bacteriologia cualitativa fueron transferidas a tubos estériles de 15 mL y almacenadas en
congelacion (-20°C), hasta su procesamiento por la técnica de PCR (descrito en el punto 7.)

Toda colonia sospechosa, de borde transparente con centro negro, se suspendio con

suero poli A-1y Vi (Difco®) para la confirmacion o no de aglutinacion.
6.2 Bacteriologia Cuantitativa
La bacteriologia cuantitativa se realizé sélo en 15 aves seleccionadas al azar de

cada grupo experimental. Para el recuento de colonias se utilizaron s6lo muestras cecales.

Un mL del homogeneizado en caldo Rappaport-Vassiliadis (ciegos mas 9 mL R-V) sin
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incubar, se suspendio al décimo y, de dicho tubo, se realizaron otras 4 diluciones al décimo
en Agua peptonada tamponada (Oxoid®). De cada una de estas 5 diluciones se
homogeneizd un mL en agar XLD (Difco®) mas Acido Nalidixico y Rifampicina (20
ug/ml) que se incubd a 37°C por 24 horas para realizar el recuento de colonias. Las
muestras negativas, ausencia de colonias en todas las diluciones, fueron procesadas
nuevamente a partir del caldo Rappaport-Vassiliadis (Difco®) pero incubado por 24 horas a

37°C, siguiendo el mismo esquema.

7. PCR TRADICIONAL PARA LA DETECCION DE S. ENTERITIDIS

Se utiliz6 la técnica de descrita por Malorny et al., (2003), utilizando partidores
(Fermelo®) que amplifican el gen InvA produciendo hebras de ADN de tamafio conocido

(284 pares de bases).

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

7.1 Fase de extraccion

Se realizé con el “Kit” de extraccion de ADN (Genomic DNA Purification Kit,
Fermentas®). Una alicuota de 200 pL de la muestra se agregd a 400 pL de solucién de lisis
(Fermentas®) en un tubo Ependorf para PCR, este se incub6 a 65°C en bafio
termorregulador por 5 minutos, luego se agregaron 600 uL de cloroformo (Merck®) y se
centrifugd (Heraeus instruments) la muestra a 7.500 x g (10.000 rpm) por 2 minutos. Al
sobrenadante se le agregaron 720 pL de agua libre de nucleasas (Winkler®) y 80 puL
solucién de precipitacion (Fermentas®) y, nuevamente se centrifugé a igual velocidad y
tiempo para obtener un pellet. Obtenido el pellet, se agregé 100 pL de NaCl (Fermentas®)
y 300 pL de etanol (Merck®) y se congel6 la muestra por 10 minutos. Luego se centrifugd
a 7.500 x g (10.000 rpm) por 4 minutos. Se elimino el sobrenandante y el pellet se disolvio

en 100 pL de agua libre de nucleasas (Winkler®).
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7.2 Mezcla de reaccion

Se realizé con 12,5 uL PCR Master mix (Fermentas®), 5 uL de cada partidor y 5 pL
de muestra extraida. Esta mezcla se llevo en tubos de 0,2 mL al Termociclador (Apollo,
CLP, USA). Las condiciones para desarrollar las amplificaciones de las hebras blanco en el
Termoclicador fueron: Denaturacion inicial de 95°C por un minuto, seguida por 37 ciclos
con: Denaturacion de 95°C por 30 segundos, hibridacion o annealing de 64°C por 30
segundos, extensién a 72°C por 30 segundos. Finalmente se realiz6 un periodo de extension

adicional de 72°C por 4 minutos. La mantencion del producto del PCR fue a 4°C.

7.3 Visualizacion del producto amplificado

Se realiz6 mediante cdmara de electroforesis (Apollo instrumentation). En ella se
depositdé un gel de 0,5 g de agarosa (Winkler®) al 2% en 25 mL de buffer Tris acetato
EDTA (Fermentas®) y 2,5 uL de Bromuro de Etidio (Invitrogen®) con una concentracion
de 10mg/mL. El gel se cargd con una mezcla de 8 pL del producto de PCR mas 4 pL de
azul de bromofenol (Fermentas®), que es un colorante utilizado para chequear el progreso
de las bandas de DNA. El proceso de electroforesis se realiz6 a una velocidad de 90 V por
90 minutos o hasta la migracion del azul de bromofenol hasta 3/4 del campo. Paralelamente
en el gel se corrié un marcador de tamafio de 50bp ADN (Fermentas®), con el cual se
comparé el tamafio de las bandas obtenidas. Al finalizar la electroforesis, los grupos de
bandas de ADN se visualizaron con un transiluminador de luz UV (UVP®) y fueron
fotografiados con pelicula Polaroid®. Durante todo el proceso, para evitar la contaminacién
de las muestras utilizadas y como medida de bioseguridad, se usaron guantes sin algodon.
Ademas se desinfectd el area con alcohol yodado. El gel utilizado en la lectura de la

electroforesis fue incinerado.
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8. BIOSEGURIDAD

Se utilizaron las normas recomendadas por el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC; NHI, 2007) de Estados Unidos para un nivel 2 de bioseguridad,

correspondiente a Salmonella spp. no Typhi.

Las salas de animales de experimentacion fueron esterilizadas al inicio y al final de
cada experiencia con Glutaraldehido 2,5% (Asepti-Steryl, Ecolab®). Se utiliz6 un
pediluvio con Metaquat (Ecolab®) un derivado de amonio cuaternario, para desinfectar los
zapatos.

Los laboratorios, sus mesones y pisos fueron desinfectados con alcohol yodado y

cloro.

Todo el manejo de las aves en las salas de experimentacion se realizé con ropa de
proteccion desechable como overoles, mascarillas, guantes, mangas y botas desechables.
Todos los residuos organicos sélidos fueron incinerados y los residuos liquidos tratados a
razon de 1000 ppm de cloro antes de su eliminacion. EI manejo de las aves se dividio en
dos personas, una encargada de las aves inoculadas con bacteriéfagos y otra de las aves que
no recibieron bacteriéfagos. El trabajo realizado en el Laboratorio de Microbiologia
implico la utilizacién de delantal, botas, guantes y mangas. Ademas se restringio el sector

para personas ajenas a la experiencia.

9. ANALISIS ESTADISTICO

El ndmero de aves por grupo se obtuvo considerando que el aislamiento de

Salmonella spp. es p = 0,8 con error +/- 0,15 y un nivel de confianza de 95%.

El analisis bacterioldgico cualitativo se expresé como proporciones de animales
infectados, y las diferencias se determinaron por la prueba de independencia de Chi
cuadrado (X?) (Taucher, 1997).
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El andlisis bacteriol6gico cuantitativo se realizd mediante andlisis de varianza
(ANOVA) de un criterio, para comparar los recuentos cecales de S. Enteritidis entre los
grupos experimentales, y se utilizéd la prueba de comparaciones de Tukey’s para ver
diferencias estadisticas entre las medias de determinados grupos experimentales. Para el
analisis estadistico de esta variable, toda muestra cuya bacteriologia cualitativa fuera
positiva pero su bacteriologia cuantitativa fue negativa se le asigné valor 1 y, muestras

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

DOSIS MINIMA INFECTANTE

El resultado de la DMI de S. Enteritidis fue de 2,95 x 10° ufc/mL con un total de

100% de aves infectadas. Segun el tipo de muestra, se encontré un 100% de aislamiento

intestinal y 60% de aislamiento en “pool” de 6rganos internos.

1. BACTERIOLOGIA CUALITATIVA Y CUANTITATIVA

Los resultados de la experiencia para determinar posible sinergia entre probidtico y

bacteriofagos, se observan en la Cuadro N° 1y Gréficos N° 1, 2 y 3.

Cuadro N° 1. Aislamiento de S.E. desde “pool” de drganos internos y/o ciegos en pollas

Leghorn sometidas a terapias Unicas de probidtico y bacteriéfagos o, en combinacion.

Grupos N° aves ) Total aves infectadas N° 6rganos positivos N° ciegos positivos
(%) con S. E @ a S.E (%) a S.E (%)
Control infeccién 29 29 (100) 18 (62,0) 29 (100)
Terapia probiético 33 25 (75,7) 13 (39,4) 22 (66,6)
Terapia fagos 30 24 (80,0) 16 (53,3) @ 22 (73,3)
Terapia probiotico méas 31 12 (38,7) 10 (32,2) 6 (19,3)

fagos

(1) Los grupos Control de infeccion y Terapia fagos se iniciaron con 30 aves; los grupos Terapia probiotico y

Terapia probiotico mas fagos con mas de 30. (2) Las aves se consideraron infectadas con, al menos, una

muestra (“pool” de 6rganos internos/ciegos) positiva. (3) Del total de muestras negativas al cultivo, s6lo un

ave fue positiva por PCR. Probi6tico: un dia de edad. Bacteri6fagos: seis dias de edad. S.E: siete dias de edad.
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En el grupo control de infeccidn se alcanzé un 100% de infeccion independiente del
tipo de muestra ( “pool” de organos internos y/o ciegos) ; mientras que en el grupo con
probidtico mas bacteriofagos la infeccion fue de 38,7%, con una diferencia significativa
(P<0,0001) mediante la prueba X? (Chi cuadrado). El grupo sélo con probiético tuvo una
infeccion de 75,7%, que comparada con la del grupo probidtico mas bacteriéfagos de
38,7%, presentd una diferencia significativa (P= 0,0027). EI grupo so6lo bacteri6fagos tuvo
una infeccion de 80%, que comparada con la del grupo probi6tico mas bacteriéfagos de
38,7%, también presentd una diferencia significativa (P= 0,0010). Hubo una diferencia
significativa (P<0,0111) entre el grupo bacteri6fagos y el grupo control de infeccién. No se
encontrd diferencia significativa (P= 0,6858) entre grupos de terapia sélo con probidtico

versus solo con bacteriéfagos.

Los resultados de la Tabla N° 1 se presentan en los Graficos N° 1, 2 y 3 como
porcentajes de los nimeros de aves infectadas por grupo experimental, porcentajes del

naumero de drganos positivos y, porcentajes de ciegos positivos a S. Enteritidis.

Grafico N° 1. Porcentajes de aislamientos de S.E. como total de aves infectadas en pollas
Leghorn tratadas con probid6tico, bacteriéfagos o la combinacion de ellos.
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80 -
0 Control infeccion
. 60 - O Terapia probiético
Porcentaje de O Teraia f
infeccion total erapia fagos
40 O Terapia probiotico y fagos
20 1
0

Grupos experimentales

Las flechas en el grafico denotan diferencias significativas entre el grupo terapia bacteriéfagos mas probiotico

con los grupos solo probiotico, solo bacteridfagos y, control de infeccion.
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Gréfico N° 2. Porcentajes de positividad a S.E. en “pooles” de 6rganos internos en pollas

Leghorn tratadas con probid6tico, bacteridéfagos o la combinacion de ellos.
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organos internos .
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Grupos experimentales

O Control infeccion

O Terapia probidtico

O Terapia fagos

O Terapia probidtico y fagos

Los porcentajes de aislamientos de la cepa desafio en “pool” de drganos internos,

entre los distintos grupos experimentales, no presentaron diferencias significativas

(P=0,0863).
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Gréfico N° 3. Porcentajes de positividad cecal de S.E. en pollas Leghorn tratadas con
probidtico, bacteriofagos o la combinacién de ellos.
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Las flechas en el grafico denotan diferencias significativas entre el grupo terapia bacteriéfagos méas probiotico
con los grupos sélo probidtico, solo bacteridfagos y, control de infeccion.

El porcentaje de aislamiento de 100% de la cepa desafio en muestras de ciego del
grupo control de infeccidén, comparado con el 66,6% del grupo sélo con probidtico di6é una
diferencia significativa de P=0,0006; al compararlo con el 73,3% del grupo sélo con
bacteriéfagos también present6 diferencia significativa (P= 0,0028) y, al compararlo con el
19,3% del grupo con probi6tico méas bacteriéfagos se observo una diferencia significativa
de P<0,0001.

Al comparar los grupos de probidtico mas bacteriéfagos (19,3%) con solo
probidtico (66,6%) y s6lo bacteri6fagos (73,3%), se obtuvieron diferencias significativas
para ambos de P<0,0001.
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En cuanto al resultado bacteriologico cuantitativo, realizado mediante analisis de
varianza (ANOVA) de un criterio, compar6 las diferencias de recuentos cecales de S.
Enteritidis entre cada uno de los grupos experimentales considerando 15 aves por grupo.
Toda muestra que resultd positiva a la bacteriologia cualitativa pero negativa al recuento
cuantitativo, se le consideré valor 1 (< 10° ufc/mL); las muestras que resultaron negativas

tanto al andlisis cualitativo como cuantitativo, valor 0 (Cuadro N° 2 y 3, Grafico N° 4 )

Cuadro N° 2. Recuentos cecales de S.E. en 15 pollas Leghorn de cada grupo experimental

( control de infeccion, probidtico, bacteriéfagos o la combinacion de ellos).

Grupos Medias Estadisticas N° aves
ufc(logig)
Control infeccion 2,03 15
Terapia probiético 1,24 15
Terapia fagos 1,12 15
Terapia probidtico més 0,34 15
fagos

Se encontr6 diferencia significativa entre los grupos control de infeccién y terapia

probidtico mas bacteriéfagos (P=0,0003).
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Gréafico N° 4. Gréafico de dispersion del recuento cecal ufc (logy) de S.E. en pollas

Leghorn tratadas con probidtico, bacteriéfagos o ambos y sus promedios.
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A = Control infeccién; D = Terapia probittico; E = Terapia bacteriéfagos y G = Terapia probiético mas

bacteriéfagos. La linea azul corresponde a la media de los grupos experimentales. Recuentos promedios (ufc

log 10/g) calculados sélo con el nimero de aves positivas a S.E.

Los recuentos promedios y los valores minimos y maximos, se detallan en el cuadro

N° 3. Estos promedios se realizaron considerando sélo las muestras en las cuales fue

posible realizar el recuento de S. Enteritidis.

Cuadro N° 3. Recuento cecal promedio de S.E. ufc (logi) en pollas Leghorn positivas

tratadas con probidtico, bacteriéfagos o la combinacion de ellos.

Grupos

Recuento
Promedio de S.E ufc (logig)

Valores recuentos minimo y

maximo ufc (logso)

2. Control infeccién 2,03 1,0-53
3.Terapia probidticos 1,69 1,3-2,7
4.Terapia fagos 1,68 2,2-39
5.Terapia fagos y probiético 1,68 1,0-2.2
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El grupo control sano (30 aves) fue negativo al cultivo y a PCR de S. Enteritidis.

Clinicamente no manifestaron alteraciones ni lesiones macroscopicas a la necropsia.

2. COMPARACION DE PESOS PROMEDIOS

Las diferencias de peso entre el primer dia de edad y el dia catorce, fueron similares

entre los diferentes grupos experimentales. El grupo control sano fue el que presenté menor

ganancia de peso promedio (Cuadro N° 4).

Cuadro N° 4. Pesos iniciales y finales en pollas Leghorn tratadas con probidtico,

bacteri6fagos o ambos previo a la inoculacion con S.E. antes de la experiencia y una vez

terminada, junto a sus diferencias.

Grupos

Peso inicial (g) dia 1

Peso final (g) dia 14

Peso inicial — final (g)

Control sano 46,6 89,5 42,9
Control infeccion 46,6 97,0 50,4
Terapia probiético 46,9 97,6 50,7
Terapia probidtico y 46.3 95.9 496

bacteriéfagos

Probidtico: al dia de edad. Bacteriéfagos:

seis dias de edad. S.E: siete dias de edad.
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DISCUSION

Este estudio fue realizado, por la necesidad de busqueda de nuevos métodos de
control de la salmonelosis en aves comerciales, que disminuyan la posibilidad de
colonizacion intestinal de S. Enteritidis, siendo esta la principal via de ingreso de la bacteria
en las aves. Las facilidades técnicas y de infraestructura con las que se contaron para este

trabajo, permitieron la obtencién de los objetivos.

La evaluacion del uso de biocontroladores de Salmonella spp. en aves de reposicion
de postura, como probidticos y bacteridfagos, requiere del desafio con cepas de Salmonella
spp. para caracterizar sus comportamientos. La utilizacion de la cepa mutante de S.E. nal"
rif" resistente a Acido Nalidixico y Rifampicina, es una contribucion que permitié su
aislamiento y reconocimiento en medios de cultivo selectivos, diferenciandose de otras
cepas de la misma especie. Junto a la caracterizacién de la bacteria utilizada, es importante
determinar la cantidad minima de ésta que fue capaz de infectar a un ave (DMI). Al
respecto, las diferentes concentraciones utilizadas en distintos grupos de aves determind
que 2,95 x 10° ufc/mL logré el 100% de infeccién, medida como aislamiento desde
intestino que es el érgano blanco para esta especie bacteriana, pero en menor proporcion en
“pool” de organos internos; esto ultimo podria caracterizar a la cepa como de invasividad
sistémica baja si esta es comparada con Fiorentin et al., (2005) que lograron un 100% de
aislamiento desde higado y bazo. Trabajos previos con la misma cepa S.E. nal' rif', pero de
pasaje 3 realizado en aves, encontré una DMI de 4 x 10° ufc/mL, concentracién mayor a la
aqui obtenida, debido a que entonces los aislamientos fueron realizados en 6rganos (Zurita,
2004). Una DMI de 8,3 x 10° ufc/mL para intestino y “pool” de 6rganos internos,
ligeramente superior, fue informada por Albala, (2007) quien trabajé con pollos SPF.
Segun Loépez, (2007) la cepa S.E. nal' rif', es aislada en un mayor porcentaje tanto en
intestino como en “pool” de oOrganos internos a los dias 6 - 7 post infeccion en aves

inoculadas a los siete dias de edad.

El empleo de tratamientos con bacteriéfagos, requiere de una multiplicidad de
infeccion (MOI) alta. La utilizacién de MOI de 10° ufp se debid al trabajo previo de Albala
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(2007), quien para la misma cepa obtuvo buenos resultados con esta proporcion. Otros
trabajos relacionados han empleado MOI de 10" ufp para S. Typhimurium nal” (Toro et al.,
2005) y S. Enteritidis (Atterbury et al., 2007); MOI de 10* ufp para E. coli (Huff et al.,
2003; 2005; 2006) evidenciando una real disminucién de la mortalidad en las aves y, MOI
de 10° ufp para E. coli y S. Enteritidis (Higgins et al., 2005; Huff et al., 2005; 2006; Filho
et al., 2007) con resultados mas favorables, sugiriéndose con estos antecedentes una mayor

efectividad en las relaciones mayores entre bacteriéfagos y bacteria.

Los bacteriofagos para Salmonella spp. se pueden utilizar como Gnicos (Sklar y
Joerger, 2001; Zurita, 2004; Higgins et al., 2005; Atterbury et al., 2007) o como mezcla o
coctel (Sklar y Joerger, 2001; Higgins et al., 2005; Fiorentin et al., 2005; Toro et al., 2005;
Albala, 2007; Filho et al., 2007; Higgins et al., 2007). En este trabajo, el empleo de un
coctel de tres bacteri6fagos nativos fue para prevenir la posibilidad de desarrollo de
resistencia de Salmonella spp. a la totalidad de los bacteriéfagos del cdctel (Fiorentin et al.,
2005; Toro et al., 2005; Filho et al., 2007;).

En cuanto a la utilizacion de probidticos en aves, empleados durante ya dos décadas
especialmente contra infecciones entéricas, existen diferentes preparados comerciales. La
seleccion de Broilact® correspondid a lo disponible en el mercado nacional. El resultado
aqui obtenido de utilizar la terapia sélo de probidtico en aves posteriormente infectadas, fue
bastante favorable ya que cualitativamente disminuyd la incidencia de infeccidén en un
24,3% (100 versus 75,7%). Al respecto, todos los trabajos en que se han utilizado
probidticos sefialan las bondades de su uso, asi Nakamura et al., (2002) observaron una
baja en el aislamiento de S. Enteritidis a nivel sistémico con la aplicacion de un probiotico
comercial antes del desafio. Palmu y Camelin, (1997) demostraron que la positividad a
Salmonella baj6 en un 36% en relacion al grupo control sin probidtico. Por otra parte Avila
et al., (2006), encontraron una disminucion del 61% de aislamiento cecal de S. Enteritidis
versus el grupo control tres dias postdesafio; sin embargo, a los dias cinco y siete
postdesafio esta disminucion fue acentuadamente menor. Pascual et al., (1999) estudiando
tambien la utilizacion del probidtico sobre la colonizacion de S. Enteritidis, encontraron un

100% de proteccion. En la experiencia aqui realizada, el aislamiento bacteriano en ciegos
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que disminuyo en 33,4% (100 versus 66,6%), superior al de “pool” de drganos internos que
disminuyé en 22,6% (62 versus 39,4%), puede explicarse porque el probidtico tiene como
organo blanco el intestino, donde podra actuar contra la colonizacion e invasion de
bacterias patdgenas como Salmonella spp., disminuyendo su aislamiento. La menor
concentracion bacteriana en “pool” de organos internos se puede explicar porque el
probidtico, al disminuir la poblacion de salmonela intestinal, redujo también la infeccion
sistémica que, sumado a la capacidad invasiva de la cepa desafio, siempre correspondera a

un namero menor de bacterias que en el tracto digestivo.

El empleo de bacteri6fagos con posterior infeccion de S. Enteritidis en un grupo de
aves, disminuyo cualitativamente la incidencia de infeccion de éstas en un 20% (100 versus
80%), obteniéndose una disminucién de 8,7% (62 versus 53,3%) en el aislamiento desde
muestras de “pool” de 6rganos internos y una disminucion de 26,7% (100 versus 73,3%)
desde las muestras de ciegos. Si se comparan estos resultados con lo informado por Albala,
(2007) quien logr6é un 24,1% para la muestra de “pool” de érganos internos y un 51,7%
para las muestras de intestino completo, los resultados aqui logrados fueron menores en
29,2% para muestras de “pool” de organos internos y de 21,6% para las muestras cecales.
Esta diferencia entre ambos trabajos, donde se utilizé6 la misma cepa desafio de S.
Enteritidis, indico la importancia de los bacteriéfagos empleados, donde de un “pool” de
tres, hubo uno en comdn (F18) y los otros dos fueron diferentes. Por otra parte los
bacteriéfagos en ambos trabajos fueron probados in vitro contra diferentes serotipos de
Salmonella spp., resultando especificos para S. Enteritidis y otros serotipos. Sin embargo,
de acuerdo a Levin y Bull, (2004) y Atterbury et al., (2007), los resultados in vitro no
necesariamente se replican en modelos in vivo, situacién que podria ser aplicada a la
diferencia de los resultados entre los bacteriéfagos aqui utilizados y los empleados por
Albala (2007) anteriormente.

Las diferencias de aislamiento de S. Enteritidis, mayor en ciego que en Organos

internos, podria deberse a que el bacteriéfago viaja con facilidad a través de la sangre para

Ilegar a los organos, situacion diferente a lo que sucede en intestino donde la viscosidad del
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mucus reduce la posibilidad de contacto entre el bacteriéfago y la célula blanco (Joerger,
2003), permitiendo un mayor niumero de muestras pesquisadas como positivas.

Si se observan los resultados de bacteriologia cualitativa que es el porcentaje de
positividad de aves por grupo, independiente del tipo de muestra, en el grupo de aves con
probidtico asociado a la mezcla de bacteriofagos se obtuvo un efecto sinérgico de ambos
biocontroladores. La incidencia de infeccion en este grupo se redujo en un 61,3% (100
versus 38,7%) en relacion al grupo control de infeccidon. Mientras que en la terapia s6lo con
probidtico la incidencia disminuyo en 24,3% Y en el grupo que recibio soélo bacteriéfagos la
disminucion fue de 20%. Al desglosar este resultado por el tipo de muestra, se observa una
disminucion del porcentaje de aislamiento en “pool” de o6rganos internos de 29,8% (62
versus 32,2%) y en ciegos de 80,7% (100 versus 19,3%). La disminucion obtenida en las
muestras de ciego fue draméaticamente menor por la terapia con ambos biocontroladores, ya
que la terapia sélo con probiotico bajé en 33,4% y la terapia con bacteriofagos bajo en
26,7%. Este mejor resultado en muestras de ciegos se explicaria por la accion de ambos
biocontroladores a nivel intestinal, por un lado el probiético tempranamente administrado
tendria tiempo de colonizar y multiplicarse en el intestino antes del desafio (Amores et al.,
2004), por otra parte la administracion de bacteriofagos via aerosol aplicados dos veces el
dia antes del desafio, permitiria en forma mas prolongada el ingreso de los bacteri6fagos
vias aerdgena, conjuntival y oral, esta Ultima por el habito de picar y acicalarse. Asi,
alcanzarian la circulacién sanguinea (fagemia) diseminandose, incluso a nivel intestinal
donde en este caso encuentra posteriormente a su bacteria blanco. Al ingresar la bacteria
via oral, busca adhesion en receptores especificos del intestino, que por un lado pueden
estar copados con el probi6tico y por otra parte estas bacterias son destruidas
simultaneamente por los bacteriéfagos especificos liticos que han alcanzado ese érgano,

ingresando a ellas y utilizandolas para su autorreplicacion.
En relacion a los favorables resultados de “pool” de 6rganos en que se disminuy? la

infeccion a 32,2% versus el grupo control (62,2%), en parte se explicaria como

consecuencia de una disminucion de la poblacion bacteriana intestinal de S. Enteritidis por
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efecto tanto de probidtico como de bacteriéfagos y por otro lado, por la caracteristica de

invasividad demostrada por la cepa.

A pesar de la existencia de escasos trabajos que utilizan probidticos junto a
bacteriofagos, se permite sefialar que los resultados aqui obtenidos son mejores que lo
sefialado por Filho et al., (2007) quienes aplicando bacteriéfagos y probiotico via cloacal
post infecciobn con S. Enteritidis, lograron resultados significativos (P<0,05) en el
aislamiento cecal de un 44%, valor inferior al 80,7% aqui encontrado. Toro et al., (2005)
empleando como modelo S. Typhimurium en una experiencia de hasta 21 dias con
administracion de probiotico y bacteriofagos en multidosis, administrados antes y después
de la infeccion no lograron aislar la cepa desafio mediante cultivo tradicional de S.

Typhimurium.

El estudio de bacteriologia cuantitativa de la cepa S.E. nal' rif' realizada sélo en
muestras cecales, di6 como resultado una disminucién de 1,69 logio entre los grupos de
aves con probidtico mas bacteridéfagos (0,34 logio) y el control de infeccién (2,03 logio) Si
consideramos el total de 15 aves muestreadas por grupo experimental. Si bien no hay una
gran diferencia entre estos recuentos cecales, si hubo una diferencia significativa
(P=0,0003) entre ellos. Albala (2007) con una mezcla de tres bacteriéfagos, también
nativos, obtuvo una reduccion intestinal de S.E. nal" rif" de 3 log;o, superior a la aqui
encontrada; esta diferencia de resultados podria explicarse por el uso de diferentes
bacteriéfagos, diferentes muestras y las metodologias utilizadas en ambas experiencias, asi
Albala (2007) someti6 las muestras intestinales suspendidas en caldo a una incubacion de
37°C por 24 horas antes del recuento, proceso que en esta experiencia se realiz6 solo a las
muestras que resultaron negativas al recuento de las suspensiones cecales recién obtenidas
de las aves. Una muestra cecal positiva a S. Enteritidis al ser incubada siempre aumentara
su recuento bacteriano, en tanto que una muestra positiva no incubada, tendra un recuento
menor. Por otra parte, la incubacién de las muestras intestinales sobreestima los recuentos y
diferencias (3 logio) entre los grupos control de infeccion y grupo mezcla de bacteriéfagos
de Albala (2007), en relacion a los mismos grupos de esta experiencia. Otros autores

también han obtenido resultados efectivos en la disminucion del recuento cecal de S.
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Enteritidis en aves a utilizar bacteriéfagos, entre ellos Toro et al., (2005) quienes
observaron una reduccion de seis veces el recuento cecal de S. Typhimurium nal" en
comparacion a su grupo control. Atterbury et al., (2007) empleando un s6lo bacteriéfago
obtuvieron una reduccion cecal de S. Enteritidis de 1,53 logyo ufc/g. La utilizaciéon de
bacteri6fagos en productos industriales avicolas para disminuir concentraciones
bacterianas, entre ellas Salmonella spp. ha sido llevada a cabo por Higgins et al., (2005)
quienes utilizando diferentes concentraciones de bacteriéfagos en suspensiones de lavado
de la cavidad abdominotoracica de carcasas de broiler y pavos comerciales, redujeron en
relacion a los controles, entre 50 y 100% el recuento de S. Enteritidis con la mayor
concentracion del bacteriéfago utilizada; también obtuvieron buenos resultados al aplicar
bacteriofagos en carcasas de broilers comerciales inoculadas en el area pectoral con S.
Enteritidis y, en pavos comerciales ya positivos a Salmonella spp. Resultados menos
favorables en el uso de bacteridfagos contra S. Enteritidis son comunicados por Fiorentin et
al., (2005) quienes redujeron el recuento cecal pero sin diferencias significativas. Higgins
et al., (2007) por otra parte, no obtuvieron disminucién alguna de S. Enteritidis al aplicar
bacteriofagos solos o junto a hidréxido de magnesio como neutralizante de la acidez
gastrica, de hecho, estos obtuvieron un aumento de la recuperacion de la bacteria desde las
muestras cecales 48 horas postratamiento (55,288+13,557 para el uso sélo de bacteriéfagos,
227,527+131,210 para el uso de bacteriéfagos junto a hidroxido de magnesio versus

5,189+2,739 para el grupo control).

El resultado del recuento cecal de S. Enteritidis en el grupo con probi6tico (1,24
logio), fue similar a lo encontrado en el grupo con bacterioéfagos (1,12 logi). Esta similitud
de resultados podria explicarse con las mismas bases de discusion para los resultados del
grupo con bacteriéfagos. Otros investigadores para el recuento cecal de S. Enteritidis han
utilizado la incubacién previa de las muestras, asi Avila et al., (2006) con un modelo
diferente obtuvieron resultados de disminucion de recuento cecal (1,45 logio) cercanos a lo
aqui obtenido. A su vez, Fukata et al., (1999) en aves tratadas con el probidtico y
desafiadas a los siete dias, tuvieron una disminucion del recuento cecal en 2,2 log;o. Otros
trabajos que no sefialan si este procedimiento de incubacion fue realizado, obtienen

resultados de 4,6 logip en la disminucion de recuento cecal de S. Enteritidis (Schneitz et al.,
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1992) y 5,5 logip (Schneitz y Renney, 2003) en aves desafiadas con S. Infantis post
aplicacion del probiotico.

El resultado del recuento cecal de S. Enteritidis en el grupo con probidtico méas
bacteridfagos fue de 0,34 log;o, demostrando este resultado que si hubo un efecto sinérgico
al utilizar los dos biocontroladores, similar a los resultados obtenidos en los porcentajes de
aislamientos o bacteriologia cualitativa. Al haber poca informacion en la literatura
disponible sobre la aplicacién de ambas terapias en un mismo grupo de aves, se dificulta la
comparacion de los resultados aqui obtenidos, que permiten evaluar si estos
biocontroladores administrados en conjunto tienen un real efecto sobre el recuento a nivel
cecal. Toro et al., (2005) utilizando ambos biocontroladores pero empleados en el modelo
S. Typhimurium obtuvieron resultados significativos solo en el recuento bacteriano cecal
(P<0,05), pero no se observd un claro sinergismo entre estos dos métodos. Por otra parte,
Filho et al.,, (2007) quienes sélo aislaron cualitativamente S. Enteritidis, tampoco

observaron un claro sinergismo en la utilizacién de ambos biocontroladores.

El empleo de probidticos en modelos aviares informan de ganancias de peso con su
uso (O’ Dea et al., 2006; Timmerman et al., 2006). Toro et al., (2005) empleando
bacteriéfagos ademas de probidtico, encontraron una ganancia de peso de 24 g. en el grupo
que recibid solo bacteriofagos y de 10 a 12 g. en los grupos con so6lo probidtico y con
probidtico méas bacteriofagos. Los autores sefialan no haber encontrado un efecto sinérgico

entre ambos biocontroladores en la ganancia de peso.

La comparacion de los pesajes obtenidos al inicio y al final de la experiencia, entre
los grupos con probi6tico y con probidtico més bacteri6fagos, tuvieron una diferencia de
solo 1,1 g a favor del grupo con probi6tico. Antes de este trabajo se estudiaron las posibles
interacciones entre bacteriofagos diferentes a los aqui empleados, sobre 290 cepas
bacterianas residentes del tracto gastrointestinal de aves sanas, no encontrandose
interaccion alguna (Borie et al., 2006); de esto se podria deducir la inexistencia de
antagonismo entre bacteriéfagos y probidtico, ya que este ultimo se origina de la flora

normal gastrointestinal de aves. Por otra parte, los pesajes fueron obtenidos por grupos y
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no en forma individual por ave, asi pocos cambios individuales podrian influir en los

promedios.

Complementariamente, para conocer la posible dindmica entre bacteriéfagos y S.E.
nal’ rif’, en los grupos de aves tratados con ambos, en la Pontificia Universidad Catdlica de
Valparaiso se logro aislamiento de bacteriofagos en todas las aves que recibieron la terapia
con bacteriofagos. EI grupo control sélo inoculado con S. Enteritidis fue negativo al
aislamiento de bacteriéfagos, demostrandose que no hubo contaminacién cruzada entre los
grupos con bacteridfagos y el control. En el grupo de aves que solo recibieron bacteriéfagos
se observo un porcentaje de aislamiento de bacteriofagos de 76,6%, muy similar al
aislamiento de 80% de S. Enteritidis. Finalmente, el grupo con probidtico mas
bacteriéfagos obtuvo un porcentaje de aislamiento de bacteriéfagos de 29%, cercano al
38,7% de aislamiento de S. Enteritidis, demostrandose que una disminucion en el
aislamiento bacteriano disminuyé también el nimero de bacteriéfagos encontrados, debido

al menor nimero de su bacteria blanco.

Los positivos resultados obtenidos de este modelo experimental, al emplear dos bien
caracterizados biocontroladores, probidtico y bacteriéfagos, incentivan a probar esta
metodologia en procesos industriales avicolas variados; entre otros, en poblaciones de aves
adultas, administracion simultanea de ambos biocontroladores en un solo manejo para
evitar un mayor grado de estrés en las aves y, la utilizacién de éstos bacteriofagos puede

proyectarse para una mejor calidad sanitaria de las carcasas de aves.

Se espera que estos resultados se proyecten como una herramienta mas de

contribucidn al control de la salmonelosis en la produccién avicola.
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CONCLUSIONES

1. El empleo de una asociacion de dos biocontroladores, probidtico més bacteriofagos,
disminuyd significativamente (P<0,0001) la incidencia de S. Enteritidis en pollas Leghorn

tanto a nivel intestinal como en “pool” de 6rganos internos.

2. El grupo de pollas Leghorn que utilizé el probidtico més la mezcla de bacteriéfagos

logré disminuir significativamente (P=0,0003) el recuento cecal de S. Enteritidis.
3. Las pollas Leghorn que recibieron sélo uno de los dos biocontroladores también
demostraron una disminucién en los parametros de incidencia y recuento bacteriano, pero

con valores no tan alentadores como el uso de ambos.

4. La aplicacion de s6lo probiotico o de ambos biocontroladores no lograron aumentar el

peso de las pollas Leghorn en forma significativa.
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