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RESUMEN

Las infecciones por Salmonella enteritidis, han aumentado considerablemente en Chile y en
el mundo entero. Esta zoonosis se transmite principalmente por el consumo de productos
contaminados, siendo el reservorio mas frecuente las aves. Este hecho ha canalizado los
esfuerzos hacia métodos de control eficientes, que excluyan el uso de antibidticos, debido a
los altos niveles de multiresistencia observados en este enteropatdgeno.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del bacteriéfago f3aSE, de origen aviar,
sobre la colonizacion de Salmonella enteritidis en un modelo de aves, para esto se trabajo
con pollos broiler. A los 10 dias de edad se formaron 5 grupos de 15 pollos cada uno. El
grupo 1 se inocul6 con una relacion bacteria/fago 1:1, el grupo 2 fue inoculado con una
relacion bacteria/fago 1:10, el grupo 3 constituyo el control de infectividad de la cepa de
Salmonella enteritidis nal” rif " recibiendo una dosis de 4 x 10° UFC/ml, el grupo 4 fue
inoculado sélo con el fago en una dosis de 10" UFP/ml, constituyendo el grupo control de
inocuidad del fago, se contdé ademas con un quinto grupo, que no recibié fago ni bacteria,
para controlar la contaminacion cruzada del fago entre las unidades experimentales.
Después de 10 dias de la inoculacion fago/bacteria, se efectud la eutanasia de las aves y se
procedio al reaislamiento de la cepa desafio a partir de intestino y corazén e higado (“pool”
de 6rganos) de cada una de las aves. La inoculacién del fago en una dosis de 10° UFP/ml,
disminuyo en forma significativa el nimero de aislamientos de Salmonella desde higado y
corazén vs el grupo control, no asi desde intestino. El fago administrado en una dosis de
10" UFP/ml disminuy6 significativamente los aislamientos de Salmonella a nivel intestinal
vs el grupo control, no ocurriendo lo mismo en drganos internos. En el grupo control de
inocuidad del fago, inoculado con 10 UFP/ml, no se observd dafio en 6rganos internos a
nivel macroscopico. Se concluye que el uso del bacteriofago f3aSE seria eficaz en
disminuir la colonizacion intestinal y sistémica de pollos desafiados con una cepa de

Salmonella enteritidis.



SUMMARY

Salmonella enteritidis infections has been considerable increased in Chile and the whole
world. The ingestion of contaminated chicken products is the main cause of this zoonosis.
This fact comand the efforts to effective control methods that excluded the use of
antibiotics because the bacterian multiresistance showed.

The aim of this study was evaluate the effect of the bacteriophage f3aSE over the
Salmonella enteritidis colonization in an avian model. At 10 days of age, 5 groups with 15
broiler chickens each one, were formed. The group 1 was inoculated with a relation
bacterium/ phague 1:1, the group 2 was inoculated with a relation bacterium/phage 1:10,
the group 3 was the infectivity control of the Salmonella enteritidis nal " rif "strain and was
challenged with 4 x 10° CFU/ml, the group 4 received only the phage in a dosis of 10
PFU/mI, a fifth group that not receive phage neither bacteria, was created to observe a
possible phage cross contamination between experimental units.

After 10 days of the phage/bacteria inoculation, the chickens were euthanasiaed and the
intestinal and pool of organs sampled of each chicken, were prossesed to the reisolation of
the challenged strain. The administration of the phage in a dosis of 10° UFP/ml , reduce
significatively the reisolation of Salmonella since liver and heart vs the control group, but
not from the intestine. The administration of the phage in a dosis of 10*° UFP/ml reduce
significatively the reisolation of Salmonella from the intestine vs the control group, but not
from the internal organs. There was not macroscopic damage in the internal organs of the
phage control group. In conclusion, the use of the bacteriophage f3aSE will be effective in
reduce the intestinal and systemic infection in chickens challenged with a Salmonella

enteritidis strain.



1) INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico-econémico experimentado por nuestro pais ha producido distintos
cambios en la industria pecuaria. Los sistemas de produccion se han intensificado y
generan nuevas condiciones que propician el desarrollo de nuevos patdgenos y su
perpetuamiento en el medio. Salmonella enterica serotipo enteritidis (S.E) esta dentro de la
lista de patdgenos emergentes y exhibe una compleja epidemiologia que tiene al sector
avicola como principal escenario; es a través de sus productos, carne, huevo y derivados de

estos, por los que el hombre adquiere la infeccion.

Las medidas de control de S.E que aparecen como las mas usadas en el sector avicola
chileno son: vacunacion con cepas muertas, exclusion competitiva y el uso de antibidticos,
sin embargo, ninguna de ellas muestra una total eficacia, no logrando evitar por completo
la colonizacidn del tracto digestivo por S.E. A esto, se suma la emergencia de la resistencia
a antibidticos que hace mas imperativo aun el desarrollo de nuevas estrategias de control y
prevencion. Es asi, como los bacteriofagos liticos reaparecen como una alternativa
alentadora para emplear como medida de biocontrol. Recientemente, variadas experiencias
avalan el uso de ellos y los muestran con exitosos resultados en el control de distintas

infecciones bacterianas en el sector agropecuario y humano.

En nuestro pais, se han aislado tres fagos de origen aviar con actividad litica “in vitro”
frente a S.E; por lo tanto, parece interesante evaluar si se repite esta eficacia en el modelo
animal aviar; de ser asi, se abriria una nueva puerta en el control de este enteropatégeno
que es responsable de producir una zoonosis que se extiende ampliamente a nivel

mundial.



2) REVISION BIBLIOGRAFICA

A) ASPECTOS GENERALES DE SALMONELLA

En 1885, Daniel E. Salmon, bacteriélogo veterinario, junto a Theobald Smith, aislaron
desde cerdos, el primer miembro de este grupo de microorganismos, Salmonella
cholerasuis (Zinsser, 1967). Hoy en dia, mas de 2000 serotipos de Salmonella,
involucrados en la produccion de enfermedades, han sido aislados de un gran nimero de
hospederos alrededor del mundo. La adaptacion a distintos nichos de evolucién ha
conducido a las cepas de Salmonella a una gran diversidad fenotipica y genotipica (Fierer y
Guiney, 2001). Por definicibn general, Salmonella pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y corresponden a bacilos Gram- negativos, anaerobios facultativos
(Krieg y Holt, 1984). Salmonella tiene la propiedad de ser intracelular facultativa, asi,
aungue son fagocitadas por los macrofagos, tienen la propiedad de sobrevivir y
multiplicarse en ellos. Ademas, Salmonella ha demostrado tener efectos citotoxicos sobre
macrofagos de ratas; este efecto se atribuye a una respuesta de tipo apoptotica del
macrofago, mediada por la bacteria (Schwan et al., 2000).

La diferenciacion de Salmonella con respecto a otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae puede realizarse en funcion de las propiedades bioguimicas que la
caracterizan, dentro de éstas se puede mencionar que no fermentan la lactosa, pero si la
glucosa con produccion de gas, generan SH, , y no producen desaminasas ni ureasas, entre
otras (Krieg y Holt, 1984).

La clasificacién de Salmonella segun el esquema de Kauffmann — White, utiliza tres tipos
de antigeno para su serotipificacion: antigeno O (Somatico), que corresponde a la porcion
polisacarida, localizada en la pared celular, antigeno H (flagelar) que es una proteina
termolabil contenida en los flagelos y antigeno Vi (capsular), que es un polisacarido
termolabil (Hagan y Bruner, 1992). De acuerdo a este esquema, actualmente se describen

mas de 2000 serotipos de Salmonella (Fierer y Guiney, 2001).



B) PATOGENESIS DE SALMONELLA

Normalmente la flora del intestino, bloquea el acceso a los sitios de unién para Salmonella,
en la pared intestinal. Factores que alteren esta flora, tales como terapia antimicrobiana,
dieta inadecuada o deprivacién de agua, entre otras, incrementan notablemente la
susceptibilidad del individuo a sufrir una septicemia (Hagan y Bruner, 1992). Los
movimientos de peristalsis, son estimulados normalmente por la microflora normal
intestinal. Si estos movimientos son disminuidos por una disbacteriosis, el animal
infectado estd aln mas expuesto a la colonizacion, ya que el ambiente favorece el
sobrecrecimiento de Salmonella (Hagan y Bruner, 1992). Los fenémenos de estrés debidos
al transporte, mala alimentacion o enfermedades concomitantes, también facilitan la

colonizacion intestinal de este enteropatogeno (Biberstein y Chung Zee, 1990).

Una gran variedad de bacterias gram-negativas, entre ellas Salmonella, utilizan el sistema
de secrecion tipo 111 (SSTT) como mecanismo de virulencia. Los genes de virulencia de
Salmonella se encuentran esparcidos, y/o bien agrupados en segmentos del cromosoma
conocidos como islas de patogenicidad de Salmonella (SPI) (Hueck, 1998). Una vez que
la bacteria se pone en contacto con la superficie de la célula epitelial intestinal, se liberan
muchas de las proteinas secretadas por este sistema de secrecidon, que interactuan
directamente con los componentes de la célula huésped, alterando sus sefiales de
traduccion. Salmonella contiene dos sistemas de secrecion tipo 11, codificados en las islas
SPI-1 y SPI-2. Ambos sistemas juegan roles distintos durante la patogénesis bacteriana.
SPI-1 es requerido para la penetracion inicial de Salmonella a la mucosa intestinal y SPI-2
es necesario en la fase sistémica de la infeccién (Hueck, 1998).

SopB, también conocida como SigD, es una proteina liberada por el SSTT. Participa, a
nivel intestinal, en la formacion de la vacuola que contiene a Salmonella y en la fusién de
ésta a la célula epitelial intestinal; ademas, estaria relacionada a la respuesta inflamatoria y
la acumulacion de fluidos en el lumen intestinal, asociados con la presentacion de diarrea
clinica (Terebiznik et al., 2002).

En ratas afectadas sistémicamente por Salmonella, se ha visto que la bacteria penetra a la

mucosa intestinal, adhiriéndose a las células M de las placas de Peyer.



El tropismo de Salmonella hacia las células M parece ser mediado por fimbrias especie-
especificas (Ipf) que actuarian en la invasion de la barrera intestinal (Hueck, 1998).

Las proteinas SipA y SipC, liberadas por el SSTT, se unen a la actina alterando el
citoesqueleto de la célula huésped (Zhou y Galan, 2001), asi, Salmonella puede ingresar a
las células M, destruirlas y tener acceso al sistema linfoide subyacente (Hueck, 1998).

En el tejido linfoide, bajo las células M, Salmonella es fagocitada por los macrofagos de la
zona, replicandose dentro de la vacuola fagocitica. La bacteria utiliza a los macrofagos para
diseminarse dentro del tejido linfoide y se acumula y replica masivamente en el higado,
bazo y drganos que son ricos en células fagociticas (Hueck, 1998).

Estudios in vitro, utilizando tejidos de terneros como cultivo, han demostrado que el
sistema de secrecion tipo 1 (SSTT-1) esta directamente relacionado con el inicio de la
respuesta inflamatoria. Este sistema libera la proteina conocida como SipB, que gatilla la
liberacion de los mediadores de inflamacion, interleuquina- 1f e interleuquina-8 (IL-8),
desde macrofagos y células epiteliales intestinales respectivamente (Hersh et al., 1999
citado por Zhang et al., 2003). Usando al ternero como modelo de estudio de la
enterocolitis causada por S. typhimurium, se ha observado que la liberacion de citokinas
como la IL-8, conduciria a una infiltracion de neutrofilos hacia el lumen intestinal, con la
consecuente necrosis de la mucosa ileal; ademas, la respuesta inflamatoria produce un
aumento de la permeabilidad vascular que resulta en un edema de la mucosa. Estos datos
sugieren que la severa pérdida de fluidos observada en la enterocolitis causada por S.
typhimurium, estaria dada, al menos en parte, por los mecanismos de inflamacién que

alteran la barrera epitelial (Zhang et al., 2003).

Los antigenos presentes en Salmonella también juegan un rol importante dentro de la
patogénesis bacteriana, asi la invasividad de Salmonella esta determinada en parte, por el
tipo y nimero de polisacaridos presentes en el antigeno somatico o cadena O (Hagan y
Bruner, 1992). La actividad endotoxica del lipido A de la pared celular, participa en el
proceso de septicemia. Entre los efectos que produce se pueden mencionar la induccién de
fiebre, hemorragias asociadas al consumo de los factores de coagulacion, leucopenia
seguida de leucocitosis, hipotension, shock y deplecion del glicbgeno hepatico con la

consecuente hipoglicemia (Hagan y Bruner, 1992).
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Ademas Salmonella presenta una enterotoxina LT, similar a la observada en Escherichia
coli, que estaria involucrada en la pérdida de fluidos hacia el lumen intestinal (Hagan y
Bruner, 1992).

C) HOSPEDEROS DE SALMONELLA

Los miembros del género Salmonella producen enfermedades en reptiles, aves, mamiferos
y en el hombre. Pueden dividirse en tres categorias segun su relacion con hospederos
humanos o animales. Dentro del primer grupo se encuentran S. typhi y S. paratyphi Ay C,
quienes afectan exclusivamente al humano. En el segundo grupo se encuentran serotipos
adaptados a hospedadores animales especificos, entre ellas S. dublin en bovidos, S.
abortusequi en los caballos y S. cholerasuis en cerdos. El tercer grupo esta constituido por
serotipos no adaptados, capaces de producir alteraciones patoldgicas tanto en el hombre,
como en diversos animales, se encuentran entre éstos S. typhimurium, S. enteritidis y
S.anatum entre otras (Blood et al., 1999). Asi mismo, esta bacteria puede clasificarse segin
su movilidad. Dentro de las moviles, responsables de los cuadros de paratifosis se
encuentran los serotipos anteriormente nombrados. Pertenecen al grupo de las Salmonelas
no maviles los serotipos gallinarum y pullorum, generalmente especificos de las aves y que
originan en ellas la tifosis aviar y la diarrea blanca de los pollitos, respectivamente
(Biberstein y Chung, 1990).

En aves, los signos clinicos producidos por Salmonella enteritidis, se ven generalmente
solo en pollos de poca edad y pueden presentarse altas tasas de mortalidad y retraso en el
crecimiento. Dentro del serotipo enteritidis, hay bacterias que tienen receptores que
reconocen fagos especificos y por lo tanto, se pueden agrupar segun el fago que sean
capaces de unir, constituyendo los fagotipos. El fagotipo 4 de Salmonella enteritidis se ha
asociado con altos niveles de invasividad y mortalidad en pollos recién nacidos (Barrow,
1991). Las aves reproductoras y de postura infectadas, generalmente no manifiestan signos
clinicos de la enfermedad, pudiendo pasar como un problema desapercibido, sin embargo,
en algunos casos pueden producirse anorexia, diarrea y disminucion en la produccién de

huevos (Shivaprasad et al., 1990).
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La salmonelosis en los bovinos, ataca tanto a individuos joévenes como adultos. La
enfermedad puede limitarse al tracto entérico o ser de caracter septicémico, siendo el aborto
una consecuencia de esta Ultima forma de presentacion (Blood et al., 1999). En el cerdo, la
salmonelosis se puede presentar como una septicemia aguda y fulminante, o como una
enfermedad intestinal debilitante de curso crénico (Hagan y Bruner, 1992). En cerdos de
engorda, se presenta el sindrome de estenosis rectal como secuela de la enterocolitis
causada por Salmonella typhimurium, (Blood et al., 1999). En equinos, casi todos los casos
de Salmonelosis suelen presentarse posterior a una situacién de estrés y muchas de las
infecciones son adquiridas dentro de hospitales veterinarios (Biberstein y Chung Zee,
1990). En aquellos casos donde se encuentra involucrada Salmonella abortusequi, se
produce un aborto (Hagan y Bruner, 1992).

En animales cuya resistencia esta disminuida, la infeccion por Salmonella se disemina mas
alla de los ganglios linfaticos mesentéricos, estableciéndose en las células
reticuloendoteliales del higado, desde donde invade el torrente sanguineo. Muchos
animales sobreviven a la etapa aguda de la enfermedad, transformandose en portadores
cronicos, eliminando la bacteria en forma intermitente a partir de la vesicula biliar, focos de
infeccidn en la pared intestinal y, ocasionalmente, a través de la leche (Blood et al., 1999).
Hoy en dia, los animales de compafiia cumplen un importante rol dentro de la transmision
de Salmonella. Los perros y gatos, no desarrollan generalmente signos clinicos de la
enfermedad, sin embargo es comun la existencia de portadores que, eventualmente, pueden
transmitir la bacteria al hombre (Sanchez et al., 2002). Muchos reptiles en cautiverio,
portan la bacteria como parte de su flora normal intestinal (Warwick et al., 2001). Es asi,
como durante la década del 90, el CDC (Center for Disease Control and Prevention) en los
Estados Unidos, reportdé numerosos casos de salmonelosis en nifios que tuvieron contacto

con iguanas y serpientes en cautiverio (Sanchez et al., 2002).

12



D) SALMONELLA EN EL HOMBRE

En el hombre, las infecciones por Salmonella pueden manifestarse en cuatro formas:
enteritis, fiebre entérica, colonizacion asintomética y septicemia (Murray, 1999).

Dentro de éstas, la enteritis es la forma mas comun de presentacion y es causada por
numerosos serotipos de Salmonella, entre ellos, S. enteritidis.

S. typhi produce la enfermedad febril conocida como fiebre tifoidea. S. paratiphy A, S.
schottmuelleri y S. hirschfeldii, producen una forma leve de la enfermedad denominada
fiebre paratifica. EI cuadro se caracteriza porque el paciente desarrolla una fiebre remitente
progresiva, para luego dar paso a sintomas gastrointestinales. Las Salmonelas causantes de
la fiebre tifoidea y paratifica pueden ser mantenidas por portadores humanos y la vesicula
biliar representa el reservorio en la mayoria de los casos.

Todas las Salmonelas pueden causar septicemia, aunque las infecciones por S. paratyphi, S.
typhi y S. dublin conducen con mas frecuencia a esta fase, siendo mas susceptibles los

nifios, ancianos y pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

E) SALMONELLA ENTERITIDIS EN CHILE

Las infecciones por Salmonella enteritidis aparecen en el mundo en la década de los 80,
extendiéndose en forma progresiva y pandémica (Fica et al., 2001). En nuestro pais, el
aumento de casos clinicos en humanos, se ha acompafiado de un cambio en el clasico
patrén de presentacién, que durante décadas tuvo a Salmonella tiphy y en menor grado a
Salmonella paratiphy, como principales etiologias. La extensa epidemia que afect6 a Chile
a partir del afio 1977, alcanzando cifras superiores a 120 casos por 100.000 habitantes, se
estabiliz6 a partir del afio 1997 con menos de 10 casos cada 100.000 habitantes. Este
cambio epidemioldgico, caracterizado por la declinacion de casos de fiebre tifoidea, se
deberia principalmente al mayor desarrollo econdmico y tecnoldgico presentado por
nuestro pais, reflejado en una serie de medidas tendientes a romper la cadena de
transmisién, al contarse con un adecuado abastecimiento de agua potable, manejo de
excretas y medidas basicas de higiene (Fica et al., 2001). Sin embargo, a partir del afio
1994 las infecciones por Salmonella enteritidis aparecieron en forma epidémica en el

norte del pais.
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De 0,35 casos cada 100.000 habitantes observados entre los afios 1990 y 1993, la situacién
cambi6 a una presentacion de 3 casos cada 100.000 habitantes en el afio 1994, y sobre 5
casos cada 100.000 habitantes en el afio 1998. Actualmente, las infecciones por Salmonella
enteritidis se consideran endémicas en nuestro pais e involucran a alimentos dentro de su
cadena de transmision, especificamente relacionados a reservorios avicolas. Es por ello
que la carne, huevo, y sus derivados constituyen los principales participantes, que por un
mal manejo dentro de la cadena de produccion y elaboracion, favorecen la accion de
toxinas termolabiles y la replicacion bacteriana ( Fica et al., 2001).

Las enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados, han surgido como
una importante causa de morbimortalidad a nivel mundial. A partir del afio 1994 el Servicio
de Salud Metropolitano del Ambiente (SESMA), comienza una vigilancia epidemiologica;
de los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Tanto en las muestras de
alimentos como de deposiciones, se investigo la presencia de bacterias, virus, hongos,
parasitos, toxinas y metales. Como conclusion de este estudio, Salmonella del grupo no
typhi (S. enteritidis y S. typhimurium) junto a Staphylococcus aureus, destacaron como los
principales microorganismos asociados a brotes en la Region Metropolitana durante el afio
2000 (Prado et al., 2002).

Estudios microbioldgicos realizados en la Region Metropolitana, durante los afios 1998-
1999, mostraron que la carne de ave aparece contaminada con una mayor frecuencia que
los huevos, sin embargo, su coccion previa al consumo, la hace ser de un menor riesgo
epidemiologico. Con respecto a los huevos, éstos aparecen con una menor frecuencia de
contaminacidn, pero su alto consumo y muchas veces coccion inadecuada indican un gran
riesgo para la poblacion. Los resultados encontrados en las muestras de carne y
menudencias de pollos fueron los siguientes: De 1524 muestras totales, el 9.44% result6
positiva a Salmonella spp y un 7.08 % positiva a S.E. Con respecto a los huevos, de un
total de 1081 muestras, un 0.09% resultd positiva a S.E (Alexandre et al., 2000).

En el afio 1975 el Instituto de Salud Publica (ISP) inicia un registro y cepario de
Salmonellas, a partir de aislamientos clinicos provenientes de todo el pais. A través de
técnicas de fagotipicacion se pudo identificar que los fagotipos 8 y 28 correspondian a los
presentes en el periodo preepidémico, sin embargo, este escenario cambi6é durante el

periodo de epidemia, donde los fagotipos 1 y 4, reemplazaron a los anteriores.
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El fagotipo 1 es caracteristico del continente europeo y el 4 se distribuye mundialmente, lo
que indicaria una introduccién hacia planteles avicolas por parte de fuentes externas al pais
(Fica et al., 2001). En el afio 1998, frente a la aparicion de sucesivos brotes de Salmonella,
los avicultores productores de huevos, la Asociacion de Médicos Veterinarios Especialistas
en Avicultura (AMEVEA) vy el Servicio Agricola Ganadero (SAG) elaboraron el plan
nacional de control de Salmonella, que involucraba una vigilancia tanto para planteles de
ponedoras como de reproductoras y un conjunto de medidas béasicas de control para
planteles positivos y negativos a este patogeno. (Gonzalez y Correa, 1998).

En la actualidad, la salmonelosis es considerada por el Servicio Agricola y Ganadero
(SAG) como una enfermedad basica a controlar por el programa de Planteles Avicolas
Bajo Control Oficial (PABCO). Dentro del PABCO, que es de incorporacion voluntaria, los
productores adscritos se comprometen a implementar y mantener acciones sanitarias y de
calidad agroalimentaria, basadas en las definiciones estipuladas por el SAG en sus
respectivos manuales PABCO. Estas acciones estan destinadas a obtener una excelente
condicién sanitaria de los animales y productos de buena calidad, aptos para el consumo
humano, permitiendo la certificacion oficial por parte del SAG para su posterior
comercializacion a nivel nacional e internacional. Cualquier plantel de postura o unidad de
produccidn que solicite su ingreso a este sistema, debera realizar un chequeo inicial, el que
determinard la condicion sanitaria en relacion a Salmonella enteritidis en sus distintas
unidades de produccion. El plantel deberd ser negativo a Salmonella en este muestreo
inicial, para asi certificarse dentro del programa; de resultar positivo, se incorporaran al

programa PABCO como planteles en saneamiento (SAG, 2000).

La emergencia de S.E podria explicarse por el gran desarrollo que ha tenido la industria
avicola en nuestro pais con una alta intensificacion en la cadena de produccion que lleva a
gue un gran numero de aves compartan alimentos, habitat y microorganismos comunes
(Fica et al., 2001). Es asi, como una gran poblacién susceptible a S.E se encuentra
disponible en el sector avicola, pudiendo contagiarse a traves del contacto directo, agua o
alimentos contaminados y, también, por transmisién transovarica, pero en muy baja

frecuencia (Barrow, 1993).
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Las estrategias de prevencidn y control aparecen como Unicas herramientas para el
control de esta zoonosis debido a su compleja epidemiologia que incluye la excrecion fecal
con la consecuente contaminacion ambiental y la existencia de numerosos reservorios
animales, tanto domésticos como silvestres. Distintas investigaciones, se han llevado a cabo
en nuestro pais, con el objetivo de develar la real magnitud de los reservorios, dentro de
éstas se puede mencionar a Toro et al., (1999) quienes realizaron estudios para determinar
el estado sanitario de 100 palomas de vida libre, capturadas en la ciudad de Santiago,
encontrando un 3% de aislamiento de Salmonella spp a partir de contenido intestinal. En el
mismo ambito, Borie et al., (2002) analizaron roedores sinantrépicos de la Regién
Metropolitana como reservorios de Salmonella spp, encontrando un 5.44% de animales con

cultivo positivo.

F) MEDIDAS DE CONTROL FRENTE A SALMONELLA ENTERITIDIS EN AVES
Dentro de las distintas medidas que se han realizado a nivel mundial, para lograr un control

sobre S.E en aves, se pueden mencionar:

F.1) Exclusion competitiva

Es el proceso, mediante el cual, la flora bacteriana normal de un animal adulto se establece
con rapidez en el neonato, logrando asi, reducir el nimero de salmonelas y otros patdgenos
susceptibles de colonizar el intestino. Su uso data desde 1908, en donde cultivos de
Lactobacillus spp. fueron usados como prevencion en la diarrea “de los viajeros” (Sanchez
etal., 2002).

La microflora, se encuentra ausente en el intestino de los pollos recién nacidos. Sin
embargo, dentro de las primeras horas de vida, esta microflora se establece comenzando a
cumplir sus funciones, entre las que se cuentan la produccién de ciertas vitaminas,
participacion en los procesos de digestion alimenticia y también el proveer de una barrera
natural contra el posible dafio que produzcan bacterias que ingresen al organismo (Jeffrey,
1999).
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Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar su modo de accion, se encuentran
(Jeffrey, 1999):

1- Obstruccion fisica de los sitios de union para Salmonella, por parte de la microflora
normal.

2- Competencia por los nutrientes esenciales entre la microflora normal y Salmonella,
limitando la capacidad de crecimiento de esta Gltima.

3- Produccion de &cidos grasos volatiles por parte de la microflora (especialmente en

ciego), que limitan el crecimiento de Salmonella.

Aunque el mecanismo de accion no se ha dilucidado completamente, es sabido que los
acidos grasos volatiles, particularmente el &cido propidnico, pueden ser de importancia en
disminuir los conteos de Salmonella a nivel intestinal (Nisbet et al., 1996). La adicion de
lactosa en el agua o comida de los pollos recién nacidos, ofrece una ventaja ya que éstos
observan so6lo una actividad traza de la lactasa en su intestino, dando asi paso para que la
lactosa llegue hasta ciego y actle sobre ella la microflora. Por ello es importante
seleccionar bacterias fermentadoras de lactosa, para asi obtener los acidos grasos volatiles
mencionados anteriormente (Hume et al., 1992).

Con el proposito de utilizar un cultivo que contuviese un pequefio nimero de bacterias
capaces de aumentar los acidos grasos volatiles, y asi excluir a Salmonella entérica serovar
enteritidis, Van der Wielen et al. (2002) utilizaron un reactor que imitaba la ecofisiologia
cecal de los pollos broiler. El crecimiento de Salmonella fue inhibido completamente en un
medio con pH 5.8 al adicionar una mezcla de Lactobacillus crispatus y Clostridium
lactatifermentans, quienes fermentan la lactosa a lactato y el lactato hasta acetato y
propionato respectivamente. Concentraciones de 20 —mM de propionato, fueron capaces de
inhibir el crecimiento. El uso de Lactobacillus crispatus, como monocultivo, bajo las
mismas condiciones de pH, no produjo una inhibicion en el crecimiento de Salmonella. El
mismo experimento realizado en un medio con pH 7.0 no logré limitar el crecimiento del
serotipo enteritidis, debido a que el lactato no fue completamente degradado, y por ello se
inhibié el crecimiento de Clostridium lactatifermentans, existiendo por ende, menores

niveles de propionato y acetato.
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Esto demuestra la importancia de la produccion de acetato y propionato por parte de

cultivos bacterianos, administrados con el fin de controlar esta zoonosis.

F.2) Vacunacion:

Se han ensayado el uso tanto de vacunas vivas, como de bacterinas. La aplicacion de
vacunas vivas, otorga una proteccion mas prolongada en el tiempo, ésto asociado
posiblemente, a la presencia de antigenos relevantes que estimularian el sistema inmune
humoral y celular y de los cuales carecerian las bacterinas (Barrow et al., 1990). Con
respecto a esto, Barrow (1993) describe la importancia de la via de administracién de la
vacuna, asi la administracion oral de una bacterina de S. typhimurium en pollos, se habria
mostrado poco eficaz por no estimular adecuadamente la inmunidad de la mucosa
intestinal.

Gast et al. (1993), prepararon una bacterina en base a Salmonella enteritidis. Las gallinas
en estudio, fueron vacunadas dos veces subcutaneamente. Transcurridas 3 semanas desde la
segunda inmunizacion, las aves fueron desafiadas con Salmonella enteritidis. El
aislamiento de Salmonella desde 6rganos internos y contenido de huevos fue menor en el
grupo que recibié vacuna vs. el grupo no vacunado, sin embargo el nimero de aves que
siguié eliminando Salmonella a través de sus heces fue igual para ambos grupos. Esto
indica s6lo una proteccion parcial de la vacuna.

Existen planteles en los que suelen utilizarse sistemas mixtos en lo que respecta a medidas
de control, es asi como Methner et al. (2001) analizaron la ventaja, de utilizar en forma
conjunta, los métodos de exclusion competitiva e inmunizacién en pollos. Se contabilizé el
namero de microorganismos a nivel de ciegos para evaluar los resultados. El uso en forma
independiente de los métodos de exclusidn competitiva y vacunacion, mostrd reducciones
en la colonizacion cecal por S. typhimurium. Sin embargo, los mejores resultados se
obtuvieron al combinar ambos métodos, previniéndose casi completamente la colonizacion
intestinal de los pollos desafiados con una dosis de 10° UFC de Salmonella typhimurium.
La pelecha forzada es una importante herramienta econémica para los productores de
huevos, sin embargo, estudios han demostrado que en ponedoras bajo restricciones de
alimento, las infecciones ocasionadas por Salmonella enteritidis son de un caracter mas

severo que en aquellas ponedoras alimentadas normalmente (Holt et al., 1994).
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En relacién a este tema, Holt et al. (2003) realizaron estudios en ponedoras libres de
patdgenos especificos (SPF), con el fin de determinar si la vacunacion por aerosol con
MeganVac1™, vacuna comercial atenuada contra Salmonella typhimurium, reduciria la
transmision de S.E desde ponedoras infectadas a las no infectadas durante el periodo de
muda forzada. Los grupos de aves vacunadas, tuvieron menores niveles de eliminacién
intestinal de S.E, con respecto a los grupos no vacunados. lgualmente las aves que no
fueron vacunadas tuvieron niveles significativamente mas altos de aislamiento de la cepa
desafio desde higado, bazo, ovario y ciego. Este estudio indica que la inmunizacion de las
ponedoras con una vacuna atenuada de Salmonella typhimurium podria reducir los
problemas de S. enteritidis durante la muda forzada, al disminuir la transmision de tipo

horizontal y el aislamiento bacteriano a partir de 6rganos internos.

F.3) Probidticos y Prebidticos

Los probidticos consisten en preparaciones, que contienen microorganismos viables
capaces de alterar la microflora intestinal, provocando efectos beneficiosos sobre la salud
del huésped (Labmed, sf).

Dentro de este grupo se encuentra Saccharomyces boulardii. La administracion de esta
levadura, junto al alimento en pollos broiler, logré reducir significativamente la
colonizacion de Salmonella, desde un 70% en los controles positivos, hasta un 20% y 5%
en las aves tratadas con 1 y 100 gr. de Saccharomyces boulardii por kg de alimento
respectivamente (Line et al., 1998). Esta levadura presenta manosa en su pared celular.
Muchos patogenos entéricos, entre ellos Salmonella, presentan fimbrias tipo 1 que se unen
a la manosa; asi, en vez de unirse a los receptores intestinales, se unen a este azlcar,
disminuyendo la adherencia bacteriana. Sin embargo, no todas las cepas de Salmonella spp.
presentan un sitio de unién especifico para este azlcar, esperandose resultados variables

frente a su utilizacion (Allen et al., 1997).

Fernandez et al., (2002) realizaron un ensayo en pollos, considerando una dieta
suplementada con oligosacarido manosa, o bien, con harina de semilla de palma como
prebidtico. Los prebidticos se definen como ingredientes de los alimentos, que afectan

beneficiosamente al huésped por una estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad
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de un limitado grupo de bacterias a nivel intestinal (Labmed, sf). Los resultados mostraron
un 60% de disminucién en la colonizacién cecal por S.E a partir de la cuarta semana de la
administracion de la dieta suplementada con el oligosacarido manosa. Con respecto al
grupo que recibid el prebiotico, observaron a partir de la cuarta semana, una significativa
reduccion en los niveles de S.E. y un incremento en el crecimiento de anaerobios obligados,
particularmente Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp. Estos microorganismos son
considerados benéficos, ya que a través de su metabolismo producen &cido acético y
lactico, que en altas concentraciones, disminuyen el pH. La mayoria de los agentes
patdégenos, como Salmonella, prefieren un ambiente neutro o ligeramente alcalino, para su
multiplicacion, explicandose el efecto antibacteriano que se les atribuye (Fernandez et al.,
2002).

Dentro de los prebidticos, encontramos a las saponinas. Estas corresponden a detergentes
naturales encontrados en muchas plantas, incluyendo el arbol chileno Quillaja saponaria.
Con el objetivo de evaluar su posible efecto inmunomodulador, Toro et al. (2001)
realizaron un ensayo en pollos, con inmunidad materna frente a S.E, desafiandolos con
Salmonella typhimurium. La adicién de saponinas, extraidas de Quillaja saponaria (Q-
Sap), en dosis de 100 y 300 ppm en sus dietas logro que el reaislamiento de Salmonella
typhimurium, desde ciego y oOrganos, fuese de un 63.6% Yy de un 54.3% respectivamente,

valores que difirieron estadisticamente del grupo control (90%).

F.4) Antibidticos

El uso de antibidticos como medida de control, despierta preocupacion en el mundo entero,
debido a la rapida aparicidn de cepas bacterianas multiresistentes. Los patdgenos resistentes
limitan las opciones terapéuticas, conduciendo a fracasos en los protocolos de tratamiento,
aumentando la morbilidad y mortalidad de los pacientes (Akkina et al., 1999).

Salmonella typhimurium DT104, es un ejemplo de esta situacion. Este serotipo presenta
resistencia para cinco antimicrobianos y es causa de serios problemas en humanos,
animales de abasto, compariia y de vida silvestre (Sanchez et al., 2002). Existen numerosos
reportes de la transmision de la cepa DT104 desde animales infectados al hombre
(Sanchez et al., 2002).
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Debido a esta situacion, se contemplan nuevas alternativas en el control de Salmonella, que
disminuyan el uso de antimicrobianos. Es claro el rol que tienen las medidas de control
frente a esta zoonosis. Asi, la implementacion de nuevas medidas que se sumen a las ya
existentes, aparece como un interesante desafio. Dentro de la busqueda de nuevos
horizontes, el uso de bacteriéfagos aparece actualmente como una alternativa alentadora

para evitar la colonizacion del tracto digestivo por S.E.

G) BACTERIOFAGOS

HISTORIA

El descubrimiento de los bacteriéfagos, fue realizado en primera instancia en 1915, por
Edward Twort. Mas tarde, en el afio 1917, se consideraria a Felix D’ Herelle, microbidlogo
canadiense del Instituto Pasteur de Paris, como el principal autor de este descubrimiento
(Summers, 2001). D™ Herelle, al analizar las muestras de los pacientes de las tropas
francesas, que sufrian de disenteria hemorréagica, reporta la existencia de un “microbio
invisible”. La motivacién de su estudio apuntaba hacia la sospecha de que estos microbios
correspondian a virus filtrables, que actuaban como cofactores en la patogenicidad de la
disenteria. Sin embargo, durante su investigacion, encontré que el titulo de estos fagos
estaban bajos o ausentes al comienzo de la enfermedad, se incrementaban notablemente en
la medida que ésta progresaba y eran ain mas altos durante la recuperacion del paciente,
por lo que infiri6 que la causa de recuperacion era atribuible al fago (Summers, 2001).

Los bacteriofagos pueden definirse como virus “parésitos” de la célula bacteriana que
utilizan la maquinaria de ésta para su propia sintesis. El ciclo vital del bacteriéfago litico
comienza con la adsorcion de la particula fagica a receptores especificos en la superficie de
la bacteria, seguida por la inyeccion del acido nucleico del bacteriéfago en la célula. El
acido nucleico (ADN o ARN) del bacteri6fago se apodera de la maquinaria bacteriana
sintetizando sus componentes viricos que luego son ensamblados. Finalmente, la bacteria
experimenta lisis y libera bacteriofagos maduros al medio adyacente (Dulbecco y Ginsberg,
1980).

A partir de los resultados obtenidos en las primeras experiencias, se comienzan a gestar
nUMerosos ensayos, en miras de obtener mayor informacion sobre la ocurrencia de estos

procesos.
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En el &mbito de la medicina humana, los fagos se utilizaron en un comienzo como medida
terapéutica. Pacientes afectados de disenteria e infecciones a la piel producidas por
estafilococos, entre otros, lograron notables mejorias frente a la aplicacién de fagoterapias
(Sulakvelidze et al., 2001). Sin embargo, con el advenimiento de los antibidticos en 1940,
el uso de los fagos como medida terapéutica y profilactica, desaparecid rapidamente. Es en
la ex Unidn Soviética donde el estudio de los fagos se mantuvo a pesar de lo anteriormente
expuesto, contandose en la actualidad con numerosos trabajos en relacion al tema (Bull et
al., 2002).

Entre las mejores propiedades de los fagos se destacan que son altamente especificos para
una cepa bacteriana, no son toxicos para los animales e incrementan su titulo una vez que

infectan, multiplican y matan a la bacteria blanco (Summers, 2001).

Actualmente, los problemas generados por la resistencia bacteriana (Sanchez et al., 2002)
los hace resurgir como una alternativa terapéutica. Debe sumarse a esto, el mayor
conocimiento adquirido en el funcionamiento y obtencion de fagos. El desarrollo de fagos
mutantes, capaces de permanecer en el sistema circulatorio por periodos prolongados, ha
sido estudiado por Merril et al. (1996) utilizando la técnica de pasajes seriados de fago en
ratones. Esto, sumado al desarrollo de nuevas técnicas de purificacion que controlan los
niveles de toxinas presentes en los preparados de fagos, contribuye a mejorar la efectividad

de éstos como agentes terapéuticos (Merril et al., 1996).

Si se compara el uso de los bacteridfagos respecto al de los antibioticos, se tendran tanto
ventajas como desventajas. Los bacteriéfagos son muy especificos en cuanto a su blanco,
evitdndose problemas de disbiosis, ésto se diferencia del amplio campo de accién que
ejercen los antibidticos, quienes afectan tanto la flora patégena como la normal,
predisponiendo a futuras infecciones. Sin embargo, la alta especificidad de los fagos puede
considerarse una desventaja, ya que la bacteria debe identificarse previo al inicio de la
fagoterapia, mientras que los antibidticos tienen una mayor probabilidad de ser efectivos

aun cuando no se haya determinado la etiologia (Sulakvelidze et al., 2001).
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Con respecto a las ventajas del uso de fagos, se tiene que la seleccion de nuevos fagos, es
un proceso relativamente rapido con respecto al desarrollo de nuevos antibioticos, que es

un proceso que demanda varios afos (Sulakvelidze et al., 2001).

El renacimiento de los fagos, se acompafié de la realizacion de nuevos trabajos en el &mbito
del tratamiento y prevencion de infecciones bacterianas. La administracion de fagos en
terneros, corderos y cerdos infectados con una cepa enteropatdgena de Escherichia coli
protegié a los animales de una infeccion potencialmente letal y disminuy6 el nGmero de
bacterias en el tracto alimentario (Smith y Hugginns, 1983).

Barrow et al. (1998) aislaron desde alcantarillados, bacteridfagos liticos contra Escherichia
coli que fueron utilizados en terneros y pollos afectados septicémicamente por la cepa de
E.coli H247. Este fago, denominado R, presenta especificidad para unirse al antigeno
capsular K1 de la bacteria. Los resultados indicaron que en ausencia del bacteriéfago, E.
coli H247 produjo casi un 100% de mortalidad en los pollos, sin embargo, la
administracion simultanea via intramuscular de una concentracién de 10° unidades
formadoras de colonia (UFC) de la cepa de E. coli y de 10° unidades formadoras de placas
(UFP) del bacteriéfago, no mostrd niveles de mortalidad en el 100% de los animales. La
administracion de 10° UFC de E. coli y 10 UFP del fago, otorgd una proteccion
significativa a las aves, indicando una multiplicacion in vivo del fago. La administracion de
10° UFC de la bacteria y 10° UFP del fago, produjo algtn grado de proteccién, pero
estadisticamente no significativo. Igualmente, en este ensayo, se estudié la aplicacion del
fago previo al desafio con E. coli (5, 2 y 1 dia pre-desafio), viéndose que el grado de
proteccién se mantenia hasta el dia 2 pre- desafio.

El bacteriofago R, aislado por Barrow et al. (1998), también fue aplicado a terneros
deprivados de calostro. El grupo control fue inoculado via oral con 10'° UFC de E.coli
H247, apareciendo rapidamente signos de letargia y coma. Tras la inoculacién via
intramuscular, de 10'° UFP del bacteridfago R, administrados 8 horas posterior al desafio
con E coli, uno de los terneros manifesto la enfermedad, pero los otros tres se encontraban
sanos en el momento de la eutanasia, realizada 3 dias post infeccion. En el intestino del
animal que manifesto la septicemia, se encontraron bacterias K1 mutantes, resistentes a la

accion del fago.
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También en el mundo de la piscicultura se ha considerado el uso de fagos. En Japon, los
peces ayu (Plecoglossus altivelis) son considerados los méas populares, tanto para cultivo,
como para la pesca deportiva. Pseudomona plecoglossicida es el agente causal de la ascitis
hemorragica en estos peces, causando altos indices de mortalidad. Park et al. (2000),
aislaron desde el agua de cultivo y rifiones de peces enfermos, un bacteriéfago especifico
contra P. plecoglossicida. Procedieron a infectar peces con “pellets” comerciales,
impregnados de un cultivo vivo de la bacteria, para luego administrarles el bacteriéfago en
el alimento. Los peces que no recibieron fago alcanzaron una mortalidad de un 65%, en
contraste al 22.5% del grupo al que se le administro el fago. En el grupo que recibi6 fago,
no se logro detectar la bacteria en rifion después de 12 horas de transcurrido el desafio, esto
puede explicar los menores indices de mortalidad observados. La propiedad de este fago de
inhibir el crecimiento bacteriano en el agua (Park et al., 2000), sugiere ademés la

posibilidad de utilizarlo como medida profilactica contra la transmision de tipo horizontal.

El uso de fagos ya se ha puesto en marcha como medida de control para enfermedades que
afectan a la industria avicola. Huff et al. (2003) llevaron a cabo dos estudios, para
determinar la eficacia de administrar una mezcla de dos bacteri6fagos, via aerosol o
inyeccion intramuscular, como tratamiento en pollos broiler afectados por una severa
infeccidn respiratoria causada por E.coli. El tratamiento con aerosol spray inmediatamente
posterior al desafio con E.coli, otorgd una proteccidn significativa a las aves, y disminuyo
los niveles de mortalidad desde un 50% hasta un 20%. Sin embargo, no se observo una
respuesta eficaz, cuando el aerosol fue administrado 24 o 48 hrs. posterior al desafio. Por el
contrario, la aplicacion de una Unica dosis de la mezcla de fagos via intramuscular, resultd
mucho mas efectiva, reduciendo significativamente la mortalidad, tanto cuando se aplicd
inmediatamente posterior al desafio con E. coli, como cuando se aplicé a las 24 y 48 hrs.
posterior a éste. Estos resultados, coincidieron con un nivel de obtencion de bacteri6fagos

desde sangre mas alto, que en el grupo tratado por via aerosol.
Dentro de la accidén de fagos contra bacterias que presentan resistencia a antimicrobianos,

se puede citar el caso de Enterococcus vancomicina resistente (VRE). Hoy en dia, esta

cepa se encuentra presente en muchos hospitales de los Estados Unidos, predisponiendo a
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cuadros de septicemia y/o endocarditis. Biswas et al. (2002) exploraron el uso de la
fagoterapia en ratones infectados con VRE. La inoculacion via intraperitoneal de 10° UFC
de ésta, produjo una septicemia, con muerte del 100% de los ratones, dentro de las 48 Hrs.
Una simple inoculacién de 3 x 10® unidades formadoras de placas (UFP) del fago,
administrada 45 minutos después del desafio con VRE, fue suficiente para evitar la
septicemia letal en el total de los ratones tratados. Asi mismo, mediante una Unica
aplicacion de fago a animales ya moribundos, se logro rescatar al 50% de los ratones con

septicemia.

H) BACTERIOFAGOS CONTRA SALMONELLA

La emergencia a nivel mundial de Salmonella multiresistente, ha desarrollado interés en el
ambito de la investigacion, por el desarrollo de fagos tendientes al control de esta zoonosis.
Se ha estudiado el uso de bacteriéfagos como control de S.E, durante la produccion y
almacenamiento del queso Cheddar, fabricado tanto con leche cruda como pasteurizada
(Modi et al., 2001). Una dosis de 10* UFC/mI de una cepa de S.E luminiscente y el fago
SJ2 en dosis de 10® UFP/mI fueron agregados simultaneamente a la leche. La utilizacién de
leche con fago, tanto cruda como pasteurizada, redujo los conteos de S.E en 1 a 2 log
durante la fabricacion, en contraste con aquellos quesos en los que no se utilizd fago,
donde S.E tuvo un incremento de 1 log. Con respecto al almacenamiento, transcurridos 99
dias a 8 ° C, se observo la sobrevivencia de S.E en los quesos que carecian de fago,
alcanzando una concentracién de 10° UFC/g. En el queso elaborado con leche pasteurizada
en presencia del fago, la bacteria no sobrevivié después de 89 dias, sin embargo, en el
queso elaborado con leche cruda adicionada del fago, los conteos de Salmonella
alcanzaron 50 UFC/g. Este estudio demuestra que la aplicacion de fagos durante la
elaboracion de queso Cheddar, ya sea con leche cruda o pasteurizada, reduce la habilidad
de este enteropatdgeno para sobrevivir en el queso (Modi et al., 2001).

En estudios realizados en cortes de fruta fresca se observo que S.E permanecia en cortes de
melones y manzanas almacenados a 5 ° C y que incrementaba su nimero en temperaturas
de10y20°C.
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Se examiné el uso de un bacteriofago litico como medida de control, observando que la
poblacién bacteriana disminuia en 3.5 logaritmos en melones almacenados a 5y 10° C. No
se observaron efectos liticos del fago sobre Salmonella en los cortes de manzana, fendmeno
atribuido al bajo pH de éstas (Leverentz et al., 2001).

Alavidze et al. (2000) realizaron un estudio con el objetivo de aislar y caracterizar fagos
que pudiesen ser Utiles en el manejo de las infecciones producidas por Salmonella. Siete
clones de bacteri6fagos liticos contra Salmonella fueron aislados desde el medio ambiente.
Para evaluar su potencial litico in vitro, dispusieron de 245 cepas de Salmonella,
incluyendo S. hadar (84 cepas), S. typhimurium (42 cepas), S. enteritidis (24 cepas), S.
heidelberg (21 cepas), S. newport (18 cepas), 44 cepas de 17 serotipos distintos y 12 no
tipificadas. Los resultados obtenidos mostraron que el fago mas activo produjo la lisis de
220 cepas (90%), incluyendo todas las cepas de Salmonella DT-104 analizadas. Al utilizar
una mezcla de tres fagos, el porcentaje de lisis se incrementd hasta un 95%. El uso de esta
mezcla también se evalud sobre superficies experimentalmente contaminadas con este
patogeno. Su aplicacion en una concentracion de 1 X 10° UFP en forma de aerosol sobre la
superficie contaminada, redujo los niveles de Salmonella desde 1 X 10’ UFC hasta niveles
indetectables en menos de 48 hrs.

En la Universidad de Arkansas, USA, se estd trabajando en el desarrollo de sistemas
alternativos a los antibioticos para el control de patégenos en produccion aviar. Dentro de
sus proyectos se contempla la evaluacion de la eficacia del uso de bacteriéfagos contra
Salmonella. Para esto, cuentan con 120 bacteriéfagos con potencial litico para mas de 20
Salmonellas distintas, representantes de 12 serovares comunes en USA. Evaluaciones
parciales “in vitro” indicaron que una mezcla de estos fagos, fue capaz de inducir lisis “in
vitro” en mas del 90% de las cepas de Salmonella aisladas. La evaluacion también se
extendid a la aplicacidn de bacteriéfagos en forma de aerosol, sobre carcasas contaminadas
experimentalmente con este enteropatdgeno; en esta experiencia se redujo la contaminacion
en alrededor de un 90%. Estos resultados fueron comparados con carcasas contaminadas
naturalmente, provenientes de plantas faenadoras, donde la aplicacion de la mezcla de fagos
disminuy6 la contaminacion en un 60-80% (USDA, 2002).
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La utilizacion de un bacteriofago capaz de lisar una cepa de Salmonella enteritidis
resistente a acido nalidixico (S.E Nal") fue evaluada en pollos broiler, por Sklar y Joerger
(2001). Se analizaron distintos vehiculos para la administracién para del fago, como
alimento, agar, o bien, agua de bebida. Durante el curso de la experiencia, se obtuvieron
torulas cloacales, para analizar de una manera cualitativa la eliminacion de S.E Nal'y la
presencia del fago. El andlisis de los resultados evidencid, que la fraccion de aves que daba
torulas positivas a S.E Nal', era menor en los grupos que recibian tratamiento con fago,
sobretodo en el grupo que recibié el fago mezclado con alimento. Un analisis de tipo
cuantitativo se efectud en las muestras cecales. Se obtuvieron conteos de S.E Nal', alin en
los grupos sometidos a la accion del fago. Sin embargo, éste fue entre 0.3 y 1.3 drdenes
menores de magnitud, en comparacion al grupo no tratado. La diferencia en los conteos se
considerd estadisticamente no significativa en tres de los grupos experimentales, pero
significativa en dos ensayos, en los que se utilizd el alimento como vehiculo para el fago,
demostrando que los fagos pueden ser utilizados en el control de la colonizacion de
Salmonella en pollos.

En nuestro pais, Santander y Robeson., (2002) tomaron muestras de heces procedentes de
la industria avicola, logrando aislar tres bacteriofagos liticos contra Salmonella enteritidis y
Salmonella pullorum. Estos, segun sus caracteristicas morfoldgicas, pertenecerian a la
familia Siphoviridae, de fagos con cabeza icosahédrica y cola no contractil, ademas como
material genético presentan ADN bicatenario. Experimentalmente, estos fagos presentan
estabilidad a -20°C, pero ésta comienza a decaer por sobre los 45°C. Toleran mas de un afio
bajo condiciones de almacenamiento y un amplio rango de pH y solventes como
cloroformo y etanol, lo que indicaria que no presentan lipidos dentro de sus estructuras.
Tras andlisis de microscopia electronica, el fago denominado f3aSE, presento el mayor
didmetro de halo de lisis viral sobre Salmonella enteritidis. Los ensayos “in vitro”
realizados sobre Salmonella enteritidis y Salmonella pullorum mostraron a los fagos f3aSE
y f3aSP, como los mas virulentos en su hospedador correspondiente, disminuyendo la
poblacién bacteriana de 10° UFC/ml a 10° UFC/ml en 100 minutos.

Debido a la actividad litica “in vitro” del fago f3aSE sobre S.E, surge el interés para su

utilizacion, como biocontrolador de la infeccion por Salmonella enteritidis en pollos.
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Dado que varios antecedentes experimentales, muestran el uso de fagos liticos contra
Salmonella spp con resultados exitosos, la hipotesis que se plantea es que la administracion
por via oral del bacteri6fago F3aSE, disminuye la colonizacion intestinal de S.E en un

modelo aviar.

3) OBJETIVOS

A) OBJETIVO GENERAL
Contribuir al biocontrol de Salmonella enteritidis (S.E) en pollos mediante el uso de un

bacteriofago de origen aviar.

B) OBJETIVO ESPECIFICO
Evaluar el efecto del bacteriéfago f3aSE sobre la colonizacion de  Salmonella enteritidis

en un modelo de aviar.
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4) MATERIAL Y METODO

A) MATERIAL

A.1) ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los pollos broiler utilizados durante este ensayo provinieron de un criadero comercial, sin
evidencias de salmonelosis y con vacunacion de las madres contra S.E. Para corroborar la
ausencia inicial de Salmonella en las aves, se realizd un coprocultivo cuya metodologia
estandarizada se detalla en el punto B.1. Todas las aves tuvieron un coprocultivo negativo a
Salmonella. Las aves fueron criadas en jaulas, desde el primer dia de edad, en las sala de
animales de experimentacion del Departamento de Medicina Preventiva Animal y en la
unidad de experimentacion de Patologia Aviar, bajo condiciones de temperatura y
luminosidad apropiadas para la especie. La dieta fue en base a alimento comercial sin

antibioticos y agua, ambos administrados ad libitum.

A.2) CEPA DE DESAFIO DE S.E
Se utilizo la cepa de Salmonella enteritidis, de origen aviar, marcada genéticamente para
resistencia a &cido nalidixico y rifampicina. Esta fue obtenida y donada gentilmente por el

Doctor James Robeson del Instituto de Biologia de la Universidad Catélica de Valparaiso.

A.3) BACTERIOFAGO LITICO CONTRAS.E
Fue utilizado el bacteriofago F3aSE, cuyo aislamiento y caracteristicas morfoldgicas, se
describen por Santander y Robeson (2002). La preparacion y titulacion del indculo del

fago, se realizé en el Instituto de Biologia de la Universidad Cat6lica de Valparaiso.

B) METODO
Debido al trabajo con un enteropatégeno zoonotico, marcado con genes de resistencia, se
consideraron todas las medidas de bioseguridad pertinentes. Las aves mantenidas en la sala

de animales de experimentacidn del Departamento de Medicina Preventiva Animal y en la
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Unidad de Experimentacion de Patologia Aviar, fueron atendidas por personas distintas y

con entrada exclusiva a las unidades respectivas, para asi evitar una contaminacion de tipo

cruzada. Todo el manejo de las aves fue realizado con ropa protectora (botas, delantal,

mascarilla, gorra y guantes). Los residuos organicos (camas de las aves y material de

desecho contaminado) fueron incinerados y el agua de bebida fue clorada previa a su

eliminacion. Se utilizé glutaraldehido al 2% (Spartan) como desinfectante y glutaraldehido

adicionado de buffer ASAP-65 (Spartan) como esterilizante para su uso en paredes,

mesones, techos, jaulas, etc.

B.1) AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA
El aislamiento e identificacion de Salmonella, se realizd para el coprocultivo, ya

mencionado Yy para el reaislamiento de la cepa desafio, tanto de los grupos tratados con

fagos como de los controles.

Para este procedimiento, se siguieron las pautas australianas de diagnostico de

Salmonella para muestras clinicas (Murray y Barton, 1993), descritas a continuacion:

a)

b)

c)
d)

etapa de enriquecimiento, en razon de 1 gramo de muestra/100 ml. de caldo
Rappaport Vasiliadis (RV) (Difco).

Trituracion y homogenizacion de la muestra durante 1 minuto (“Masticator”,
Arquimed).

Cultivo de la muestra en la estufa a 37°C por 24 horas.

Desde el caldo RV cultivado, se toman 3 asas Y se efectla la siembra en placas con
agar XLD (Difco).

Las placas son llevadas a la estufa de cultivo a 37°C por 24 horas. Si transcurridas
estas 24 horas, no se desarrollan colonias sospechosas de Salmonella, las muestras
se subcultivan con caldo RV de 48y 72 horas de incubacién.

Una vez obtenidas las colonias sospechosas de Salmonella, se realizan las pruebas
bioguimicas tradicionales (Kliegler, fenilalanina, citrato, urea, etc). Estos resultados
se corroboran con una prueba de aglutinacién, utilizando el antisuero polivalente

grupo D; (Difco).
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En el caso particular del aislamiento de la cepa desafio Salmonella enteritidis nal '
rif *, se utilizaron placas con agar XLD (Difco) adicionadas de acido nalidixico y
rifampicina (20 mg/ml, Laboratorio Chile) .

B.2) ANIMALIZACION DE LA CEPA DESAFIO DE S.E

La animalizacion de la cepa desafio de S.E, tuvo como objetivo exacerbar la virulencia de
ésta. Se realizd por tres pasajes consecutivos, en cinco aves (de 10 dias de edad) cada vez.
Para ello, el primer grupo fue inoculado via oral con 1 ml de caldo comdn ajustado al tubo
n° 1 del Nefelémetro de Mc Farland para tener una concentracion de 3 x 108 UFC/ ml de
Salmonella enteritidis nal " rif ". Cinco dias post desafio, se procedi6 a la eutanasia de las
aves con eter etilico. Se obtuvieron muestras de corazon e higado, siguiendo la metodologia
de aislamiento descrita en el punto B.1. Con la cepa aislada desde corazon e higado (“pool”
de drganos), se procedié a la inoculacion del segundo grupo con 1ml. de caldo comun
ajustado por nefelometria para tener 108 UFC/ ml de la cepa de S.E nal " rif ". Se sigui6 el
mismo procedimiento descrito anteriormente, tanto para la eutanasia como para el
aislamiento de la cepa. EIl tercer grupo fue inoculado con la cepa de S.E nal " rif '
proveniente del pasaje nimero 2 y el procedimiento a seguir fue realizado de igual forma

que en los casos anteriores, hasta obtener la cepa de S.E del tercer pasaje.

B.3) DETERMINACION DE LA DOSIS MINIMA INFECTANTE

Para determinar la dosis minima infectante de la cepa desafio de S.E, se realiz6 una
suspension en caldo comdn de la cepa desafio animalizada (pasaje 3). Esta se incubd a
37°C por 24 horas y se ajustd segln nefelometria para tener una concentracion de 3x 10°
UFC/ml (tubo n°1 de Mc Farland). A partir de esta concentracion, se efectuaron diluciones
seriadas 1:10 hasta llegar a una concentracién de 3x10* UFC/ml. Se corroboraron las dosis
de infeccion de las aves, mediante recuento de UFC en placas. Asi, los tres grupos
formados por 5 pollos de 10 dias de edad, fueron inoculados via oral con tres dosis
diferentes: 2,4 x 10°, 2,4 x 10" y 2,4 x10®° UFC/ml. Diez dias post desafio se procedi6 a la
eutanasia de las aves con éter etilico y se obtuvieron muestras correspondientes a corazén e
higado. La metodologia utilizada para el procesamiento de las muestras y aislamiento son

las descritas en el punto B.1.
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Se considerd que la dosis minima infectante, fuera aquella, donde se obtuviera un 100% de

aislamiento de la cepa desafio, a partir del “pool” de organos analizados

B.4) INOCULACION DE LAS AVES CON BACTERIOFAGO F3aSE Y CEPA
DESAFIO DE S.E

Una vez determinada la dosis minima infectante, se procedié al biocontrol con el
bacteriéfago f3aSE. Para esto, se formaron cinco grupos de 15 pollitas de 1 dia de edad
que se detallan en la Tabla N°1.

Tabla N°1: Dosis de Salmonella enteritidis (S.E) nal " rif "y bacteriéfago f3aSE segun

grupos
Grupos de aves Dosis f3aSE Dosis S.E nal "rif "

o a 0 b
Bacteria/fago 1:1 10° UFP/ml 4 X 10° UFC” /ml
Bacteria/fago 1:10 10™ UFP/ml 4 X '10° UFC /ml
Control infeccion

. ° 4 X 10° UFC /ml

Salmonella
Control inocuidad
Fago 10'° UFP/m c

Control contaminacion

cruzada fago S

8UFP= Unidad formadora de placa
PUFC=Unidad formadora de colonia

c —

——— = No recibe dosis

En consideracion a estudios internacionales (Biswas et al., 2002), se decidié analizar una
dosis de bacteria/fago en razon de 1:1 y 1:10 (1 bacteria cada 1 fago y 1 bacteria cada 10

fagos, respectivamente).
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A los 10 dias de edad, las aves de los grupos experimentales bacteria/fago 1:1,
bacteria/fago1:10 y control inocuidad fago, recibieron 1 ml. via oral del bacteriéfago
f3aSE, suspendido en solucion fisiologica, en concentracion de 10° UFP/ml, 10 UFP/mI
y 10" UFP/ml, respectivamente. Transcurrida 1 hora de la inoculacién con el bacteriéfago,
se procedid a desafiar a las aves de los grupos bacteria/fago 1:1, bacteria/fago 1:10 y
control de infeccion Salmonella, con la dosis minima infectante de la cepa desafio,
calculada anteriormente.

El grupo control inocuidad fago, recibi6 la dosis mas alta (10'° UFP/ml) del bacteriéfago
f3aSE. Se evaluaron al momento de la necropsia, posibles cambios macroscépicos en los
distintos 6rganos de cada una de las aves que conforman este grupo.

El grupo denominado control contaminacion cruzada fago, no recibi6é fago ni cepa desafio
ya que su objetivo fue identificar una posible transmision o escape del fago entre las

distintas unidades experimentales.

Los grupos inoculados con fago/bacteria y control inocuidad fago se mantuvieron en la sala
de animales de experimentacion del Departamento de Medicina Preventiva Animal
separados en cubiculos individuales. EI grupo control de infeccion Salmonella, fue
destinado a la Unidad de aves experimentales del Departamento de Patologia Aviar y el
grupo control sin bacteriéfago ni Salmonella (control contaminacion cruzada fago), fue

mantenido en la sala de animales controles de la misma Unidad.

Diez dias después de las inoculaciones fago/bacteria, todas las aves fueron sometidas a
eutanasia, mediante el uso de éter etilico, recolectandose muestras individuales de
intestinos y “pool” de 6rganos. Las muestras fueron depositadas en bolsas de polietileno y
enriquecidas selectivamente mediante la aplicacion de caldo Rappaport Vasiliadis (Merck)
en una relacién 1:100 aproximadamente. Una pequefia porcion de las muestras obtenidas
fueron enviadas bajo condiciones de refrigeracion hasta el Instituto de Biologia de la
Universidad Catdlica de Valparaiso, en donde se procedio al reaislamiento viral, como

aporte a una tesis de pregrado.
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B.5) ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos de los distintos grupos, se compararon basados en la distribucion
del estadigrafo X? (Astudillo et al., 1968).

5) RESULTADOS

A) Dosis minima infectante de la cepa desafio de S.E: La dosis minima infectante
correspondi6 a 4 x 10° UFC/ml.

B) Grupo contaminacion cruzada fago: Los resultados entregados por la Universidad
Catdlica de Valparaiso, indicaron que este grupo no presenté fagos en las muestras de
intestinos e higados analizadas (Krieger et al., 2003), corroborando que no existié un

escape de particulas virales entre unidades.

C) Grupo control inocuidad fago: Este grupo constituyé el control de inocuidad del fago
administrado en su dosis més alta (10'° UFP/mI). No se presentaron lesiones ni cambios
morfologicos macroscdpicos visibles a la necropsia, especialmente a nivel hepético e
intestinal. Durante el desarrollo de la experiencia se constatd un estado de salud normal,

comparable al del grupo contaminacion cruzada fago.

D) Grupo control de infeccion Salmonella: Se logro el reaislamiento de la cepa de S.E
nal " y rif " desde 13 pollos a nivel intestinal y de 10 pollos a nivel sistémico (muestras de

corazon e higado), obteniendo un total de infeccion de 86.6% (Tabla N°2 y Figura N°1)
E) Grupo bacteria/fago 1:1: Se logré reaislar la cepa de S.E nal " y rif " desde 8 pollos a

nivel intestinal y de 3 pollos a nivel sistémico. El total de aislamientos correspondi6 a un
53.3% (Tabla N°2 y Figura N°1).
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F) Grupo bacteria/fago 1:10: La cepa desafio se reaislé desde el intestino de 4 aves y de

los 6rganos internos (corazon e higado) de 5 aves, con un total de 46.6% de aislamientos

Ave

Grupo

Bacteria/fago 1:1 Bacteria/fago 1:10

Grupo

Grupo control
Infeccion Salmonella ?

Grupo control
Inocuidad fago °

(Tabla N°2 y Figura N°1).
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N° | Intestino Sistémico®
Intestino  Sistémico | Intestino Sistémico | Intestino  Sistémico
1 + -
2 |+ + + + -
3 + +
4 - -
) + + + +
6 + + +
7 |+ -
8 + + +
9 +
10 |+ +
11 + + +
12 1+ + +
13 1+ + +
14 1+ + -
15 |+ + + + +
Sub
Tot [8/15 3/15 4/15 5/15 13/15 10/15 0/15 0/15
(%) [(53.3%) [(20%) |(26.6%) |(33.3%) |(86.6%) (66.6%9 | (0%) (0%)
Tot | 8/15 7/15 13/15 0/15
(%) | (53.3%) (46.6%) (86.6%) (0%)

TABLA N°2: Reaislamiento de Salmonella enteritidis nal " rif " a nivel intestinal y

sistémico en pollos broilers inoculados con bacteriéfago f3aSE y cepa desafio de S.E

e Casillero en blanco: indica no deteccién de la cepa desafio

e +: indica aislamiento de la cepa desafio

% Sélo recibe cepa de S.E

®: S6lo recibe fago f3aSE

¢: corazon e higado

Figura n°l: Reaislamiento de Salmonella enteritidis nal’ rif" a partir de intestinos y “pool”

de 6rganos (corazon e higado) en pollos.
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G) Andlisis estadistico de los resultados a nivel intestinal:

Al analizar los cuatro grupos a nivel intestinal, mediante la prueba de X?, se encontraron
diferencias significativas en los niveles de reaislamiento de la cepa desafio S.E. nal " y rif '
X? = 25.39 (p<0,05). Para determinar dénde se originaron estas diferencias, se efectud una
comparacion entre los distintos grupos. Asi, la Unica comparacion que dio una diferencia
significativa, fue entre los grupos bacteria/fago 1:10 y control de infeccién Salmonella,
X?=10.98 (p<0,05).

H) Analisis estadistico de los resultados a nivel sistémico:

El anélisis a nivel sistémico de los cuatro grupos, también entregd diferencias significativas
en los niveles de reaislamiento de la cepa desafio S.E. nal " y rif " X? =16.8 (p<0,05).
Dentro de estos, se encontré exclusivamente una diferencia significativa entre los grupos

bacteria/fago 1:1 y control de infeccién Salmonella X?=6.64 (p<0,05).
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I) Andlisis estadistico de los resultados Intestinal/Sistémico intragrupo:

Con el fin de identificar diferencias significativas entre los aislamientos de la cepa desafio a
nivel sistémico e intestinal, se efectuaron comparaciones dentro de un mismo grupo,
mediante la prueba de Mc Nemar. El grupo bacteria/fago 1:1 tuvo diferencias significativas
a favor del niimero de aislamientos a nivel intestinal X°=5 (p<0,05), mientras que el grupo

bacteria/fago 1:10 no tuvo diferencias al comparar los reaislamientos de la cepa desafio,

obtenidos desde intestino y “pool” de 6rganos X?=0.2 (p >0.05).
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6) DISCUSION

Se considerd que la dosis minima infectante para este estudio, seria aquella donde se
obtuviera un 100% de aislamiento de la cepa desafio a partir del “pool” de oOrganos
analizados. Sin embargo, esto no ocurrio al administrar la dosis mas alta de desafio
analizada (2,4 x 10® UFC/ml), donde se logré un 50 % de reaislamiento. Hay que
considerar que la virulencia de la cepa habia sido exacerbada mediante tres pasajes
consecutivos en aves, etapas que habian sido suficientes en estudios previos (Toro et al.,
2001).

Asi, durante el ensayo se consideré utilizar una dosis mayor correspondiente a 4 x 10°
UFC/ml. Después de 10 dias de experimentacion, se logré un 66.6% de aislamiento de la
cepa desafio a partir del “pool” de o6rganos. Estos resultados pueden compararse a los
obtenidos en otros estudios. Asi, Toro et al. (2001), obtuvieron un 63.3% de aislamiento a
partir de 6rganos internos, después de haber desafiado a pollos con una dosis de 1,5 x 10°
UFC/ml de Salmonella enteritidis.

Ya que nuestros pollos provenian desde un criadero comercial donde vacunaban a las
reproductoras contra Salmonella, puede existir la posibilidad de que estos hayan contado
con anticuerpos maternos, obteniéndose un menor numero de aislamientos que lo esperado.
Es posible que para aumentar la virulencia de la cepa, hayan faltado un mayor nimero de

pasajes durante la animalizacién, disminuyéndose asi la dosis de desafio.

La inocuidad de los fagos ha sido documentada a traves de varios ensayos realizados en
humanos y animales (Sulakvelidze et al., 2001). La inoculacion en ratas y cobayos, de
fagos contra Klebsiella, a través de las vias endovenosa, intraperitoneal e intranasal,
demostrd6 no producir cambios a nivel macroscépicos ni histoldgicos en los drganos
(Bogovazova et al., 1991).

En el grupo control inocuidad fago de este estudio, no se observaron dafios, al menos a
nivel macroscopico, durante la necropsia realizada 10 dias post inoculacion del fago.
Ademas, las aves mostraron durante el transcurso de la experiencia, un comportamiento y
estado de salud comparable al grupo control que no fue inoculado ni con el fago, ni con

Salmonella.
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Estos resultados apoyan la idea de la utilizacion de fagos como medida de control, al no
producir efectos colaterales visibles. Si a esto se suman las nuevas técnicas de purificacion,
que controlan los niveles de toxinas presentes en los preparados de fagos, (Merril et al.,
1996) se tiene un balance muy positivo en lo que respecta a inocuidad. Sin duda, como un
apoyo a estos resultados, habria sido interesante contar en este ensayo con resultados de
tipo histoldgico. Después de 10 dias de la inoculacion de los fagos, éstos aparecieron en las
muestras de los 6rganos analizadas, sin que estuviera Salmonella presente (Krieger et al.,
2003). Resultados similares se han observado en otros estudios, Park et al. (2000), tras
analizar las muestras de rifiones d

24 horas post- inoculacion. La permanencia de
fagos viables en el organismo del animal, seria una ventaja en la utilizacion de estos, ya que

estarian disponibles ante una eventual infeccion bacteriana.

La administracién de una dosis de 10° UFP/ml de f3aSE (grupo bacteria/fago 1:1), no
redujo en forma significativa la colonizacion a nivel intestinal, pero si evitdé el paso
bacteriano hacia 6rganos internos. Poulson et al. (1995, citado por Sklar y Joerger, 2001),
tras haber realizado un estudio en ratones inoculados con una cepa de E.coli, sostienen que
las bacterias se comportan de distinta manera, segin su ubicacién en el intestino.
Observaron que el tiempo de generacion de E.coli, en el estrato mucoso intestinal, era entre
40 y 80 minutos, mientras que en el lumen intestinal, se encontraba practicamente estéatica.
Si se aplica este comportamiento a la cepa de Salmonella utilizada en este estudio, se podria
explicar en parte, la poca efectividad del fago en evitar la colonizacion intestinal. Debido a
que la mucosa intestinal se presenta como un medio viscoso que actla como una barrera
para el encuentro entre bacterias y fagos (Sklar y Joerger, 2001); es posible que el
bacteridfago f3aSE, hubiese tenido dificultad para acceder al estrato mucoso y actuar sobre
su blanco. Como ya se habia mencionado, la generacion bacteriana a nivel de la mucosa
intestinal es mas rapida. Existe evidencia de fagos, que restringen su actividad litica en
presencia de un bajo numero de bacterias y por el contrario, fomentan su potencial litico al
aumentar la densidad de éstas (Sklar y Joerger, 2001). Esto podria explicar que no se
redujeran en forma significativa los aislamientos de Salmonella a partir de las muestras

intestinales.
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Por el contrario, la administracion de 10 UFP/ml del bacteriéfago f3aSE (grupo
bacteria/fago 1:10), se mostro efectiva en disminuir los aislamientos a nivel intestinal. Si
se considera que el desafio bacteriano fue realizado con 10° UFC/ml, se tiene que la
inoculacion de un mayor nimero de fagos, en relacion a las bacterias, conduce a una mayor
circulacion de ellos a nivel intestinal, pudiéndose compensar en parte las barreras fisicas.
Esto se refleja en un menor nimero de aislamientos atribuidos a una adecuada actividad
litica de los bacteri6fagos sobre las bacterias. Si se disminuye la colonizacién intestinal de
Salmonella, también se esta reduciendo el nimero de bacterias eliminadas al ambiente, a
través de las heces de los pollos, contribuyendo a controlar la transmisidn horizontal de la

infeccion (Barrow, 1993).

Con respecto al paso de la bacteria hacia érganos internos, la inoculacion de los pollos con
una dosis de 10° UFP/ml del bacteriéfago f3aSE (grupo bacteria/fago 1:1), 1 hora previo a
la inoculacion con la cepa desafio, logré disminuir significativamente el ndmero de
aislamientos de la bacteria desde higado y corazén. En este grupo se observé que en los
pollos la bacteria se quedd en intestino y no paso hacia 6rganos internos (Tabla N°2). El
paso de Salmonella hacia 6rganos internos, puede significar que la bacteria llegue hasta los
organos reproductivos de la gallina, con una eventual contaminacion de los huevos (Gast et
al., 2003), de aqui la importancia de los resultados obtenidos.

Sin embargo, la inoculacién de los pollos con una dosis de 10"°°UFP/ml del fago, no logré
disminuir los niveles de aislamiento de Salmonella desde el “pool” de 6rganos. Al
contrario de lo que podria pensarse, para detener el paso de la bacteria hacia 6rganos
internos, la inoculacion de los animales en razon de 1:1 (1 bacteria cada 1 fago) funcionaria
mejor que la razén 1:10 (1 bacteria cada 10 fagos). Segun estudios internacionales, que han
utilizado la fagoterapia como tratamiento para enfermedades sistémicas, la mortalidad y
signos clinicos de los animales disminuyen a medida que se administran dosis crecientes de
los bacteriéfagos (Park et al., 2000, Barrow et al., 1998, Merril et al., 1996). Asi mismo,
la administracion de una dosis 1:1, se muestra eficaz en el rescate de animales afectados

por la fase sistémica de la enfermedad (Park et al., 2000, Barrow et al., 1998).
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A pesar de lo anterior, en el caso de Salmonella, faltarian otros ensayos para dilucidar cual
es la dosis de fago que actuaria mejor en disminuir la colonizacién intestinal y sistémica.
Seria importante considerar el comportamiento intracelular facultativo de este patégeno,
que puede alterar en cierta medida, las interacciones bacteria-fago.

Después de realizar estudios bacteriologicos y moleculares de las muestras de intestinos e
higados en los laboratorios de la Universidad Cat6lica de Valparaiso, se determind que el
bacteriéfago f3aSE es capaz de persistir en los 6rganos de los pollos, inoculados con éste,
al cabo de los 10 dias de tratamiento. El fago obtenido a partir de los pollos infectados
(fago ciclado), conservo la morfologia de placa del fago original (“wild type”). Sin
embargo, se encontrd un nuevo fago asociado a los pollos que se denominé introfago. Los
andlisis de ADN indican que el introfago posee un genoma diferente al del fago f3aSE
“wild type”. Tanto el fago original como el ciclado y el introfago presentaron actividad

litica “in vitro” eficiente frente a Salmonella enteritidis nal " y rif " (Kriiger et al., 2003).

Los resultados obtenidos en este ensayo, muestran a los bacteriéfagos con un futuro
promisorio en el ambito del control de Salmonella. A pesar que la eliminacion de este
patogeno sea dificil por la compleja epidemiologia que exhibe, las medidas de control son
una excelente alternativa a considerar. Dentro del sector avicola, se han mencionado a la
exclusion competitiva, vacunacion, probidticos y prebidticos; como medidas exitosas en
enfrentar este patdgeno. Si a éstas se suma el uso de fagos, se podria obtener un control
cada vez mas eficaz.

Ante la masiva aparicion de resistencia bacteriana a los antibidticos, los fagos se muestran
como una excelente alternativa. Son de amplia distribucién en el medio ambiente y faciles
de reproducir teniendo a su bacteria blanco, asi mismo, esta amplificacién es de un bajo
costo. Realizando los estudios pertinentes de inocuidad, eficacia y estabilidad ambiental
podria masificarse su uso y facilitar su administracion a través de vehiculos como agua,
comida o aerosol.

En nuestro pais queda abierto un amplio campo para la investigacién de los bacteriéfagos y
no solo en el ambito de Salmonella, ya que existen muchas enfermedades bacterianas que
complican a distintos rubros de la produccion animal y es en la prevencion y tratamiento de

éstas donde el médico veterinario juega un rol preponderante.
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7) CONCLUSIONES

A) La administracién del bacteriéfago f3o.SE en una dosis de 10*° UFP/ml, disminuye el
nimero de aislamientos de Salmonella enteritidis nal ' rif " a nivel intestinal, pero no a nivel
sistémico (corazén e higado) en pollos desafiados con una dosis de 10° UFC/ml de la
bacteria.

B) La administracion del bacteri6fago f3aSE en una dosis de 10° UFP/mlI, disminuye el
nimero de aislamientos de Salmonella enteritidis nal " rif " a nivel sistémico (corazén e
higado), pero no a nivel intestinal, en pollos desafiados con una dosis de 10° UFC/ml de la
bacteria.

C) La inoculacién oral de pollos de 10 dias de edad con una dosis de 10™ UFP/mI del
bacteriofago f3aSE, no produce cambios al menos a nivel macroscopico, en los 6rganos

internos de las aves mantenidas por 10 dias bajo la accion del fago.

D) El uso del bacteriofago f3aSE, se muestra como una medida que puede contribuir al

biocontrol de la colonizacion intestinal y sistémica de Salmonella enteritidis en pollos.
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