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COMUNICACION

Uso de bacteriéfagos en gallinas de postura infectadas con Salmonella enterica
serotipo Enteritidis: prevencion de la colonizacién intestinal y reproductiva®

Bacteriophage use in laying hens infected with Salmonella enterica serovar
Enteritidis: prevention of intestinal and reproductive colonization

C Borie**, C Hauva?, J Quiroga?, V Bravo?, ML Sanchez?, MA Morales?,
P Retamal?, J Retamales®, J Robeson”

“Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

bLaboratorio de Bacteriologia, Instituto de Biologia, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso,
Valparaiso, Chile.

SUMMARY

Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE) remains an important enteropathogen in the poultry industry and public health. Due to the limited
effectiveness of control measures, lytic bacteriophages have shown a potential use as biocontrollers of SE in birds. The aim of this study was to determine
the effectiveness of prophylactic therapy with phages to control intestinal and reproductive tract colonization of SE in laying hens. 22-week old Hy-
Line Brown hens free of Salmonella, were treated with a mixture of three bacteriophages (10'' PFU/dose/phage) and challenged with 2.4 x 108 CFU
of SE, 24 hours post phage treatment. On day 10 post challenge, hens were euthanatized, and individual samples of cecum, ovary and oviduct, were
analyzed using qualitative and quantitative bacteriology. Eggs laid during the experience were collected and processed to detect SE. The incidence of
Salmonella in ceca was similar between positive control and treated groups (96.67%) and cecal bacterial counts did not present significant differences
between them (P > 0.05). In reproductive tissues, phagetherapy was able to slightly reduce the SE count in the ovary (P < 0.05), but not in oviducts
(P> 0.05). This lytic activity of phages observed in ovaric tissue, encourages further efforts to elucidate the real contribution of bacteriophages as SE

biocontrollers in laying hens.
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INTRODUCCION

Las infecciones por Salmonella spp corresponden a una
enfermedad transmitida por alimentos, de fuerte impacto
en la salud publica. En la Unién Europea, durante el afio
2008, 1a salmonelosis fue la segunda enfermedad zoondtica
mds frecuente, donde S. enterica serotipo Enteritidis (SE)
fue uno de los serotipos mds prevalentes (EFSA 2010).
Una situacién similar se notificé en Estados Unidos de
Norteamérica durante el afno 2009 (MMWR 2010). En
Chile, en el afio 2006 se incrementd en un 300% el numero
de casos confirmados de salmonelosis (2.219 casos) res-
pecto al aiio 2000, correspondiendo en el 50% de los casos
al serotipo S. Enteritidis (Figueroa 2007). De la misma
forma se observo un aumento en el nimero de hallazgos
de Salmonella spp en mataderos de aves, de 37 en el afio
2004 a 74 en el afio 2006 (Figueroa 2007).
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Entre los alimentos mds frecuentemente asociados
se encuentran los derivados de la industria avicola, es-
pecialmente el consumo de huevos y sus derivados (Gast
2007). En Chile, entre los afios 1975 y 1996, un 38,2%
de los aislados alimentarios de Salmonella Enteritidis
se detectaron en alimentos que contenian huevo (tortas,
mayonesa), mientras que sélo un 6,4% de ellos se detect6
en alimentos derivados de carne de ave (Prat y col 2001,
Figueroa 2007).

Para enfrentar este problema la industria avicola ha
implementado varias medidas de control incluyendo
vacunas, pre y probidticos, normas de bioseguridad y
uso de antimicrobianos, entre otros (Gast 2007). Pese
a lo anterior, la enfermedad ain estd presente en el
ser humano, situacién agravada por la emergencia de
multirresistencia tanto en las cepas aisladas de casos
clinicos como de reservorios animales. Por esta razon,
el estudio de bacteri6fagos liticos ha concitado el inte-
rés en el control de Salmonella gracias a su habilidad
para infectar s6lo bacterias especificas, manteniéndose
inocuos para la microflora intestinal y para células
eucariotas. Estos virus o fagos, una vez que reconocen
receptores especificos de la superficie bacteriana, inyectan
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su genoma, el cual se multiplica generando una nueva
progenie viral; el ciclo termina con la lisis bacteriana y
la liberacién de la progenie viral al ambiente (Joerger
2003, Dabrowska y col 2005). Gracias a esta actividad
litica, ellos han sido exitosamente usados como herra-
mienta terapettica y profilactica frente a patégenos tales
como Listeria monocytogenes (Leverentz y col 2003),
Campylobacter spp. (Atterbury y col 2003, Bigwood
y col 2008), Escherichia coli (O’Flynn y col 2004) y
Salmonella spp (Leverentz y col 2001, Modi y col 2001,
Whichard y col 2003, Fiorentin y col 20052, Higgins y
col 2005). En el caso especifico de Salmonella spp, la
fagoterapia ha disminuido la incidencia y el recuento
en intestino, asi como también la invasion sistémica en
pollos (Fiorentin y col 2005°, Toro y col 2005, Filho y
col 2007). La aplicacién profildctica de bacteriéfagos
ha producido resultados promisorios. Asi, utilizando
una mezcla de tres fagos (108 Unidades Formadoras de
Placas/dosis/fago) en pollos de 6 dias de edad pretrata-
dos con un probiético (Broilact®) y luego de tres dias,
desafiados con SE (2,95 x 10° Unidades Formadoras
de Colonias/dosis/ave), la incidencia de infeccion se
redujo en 61,3% y el recuento promedio disminuyé en
0,36 log,, UFC/g en las aves que recibieron probidtico
y fagos, valores que demuestran mayor eficiencia que
lo obtenido cuando ambas terapias se administraron por
separado (Borie y col 2009).

Los estudios han sido realizados en pollos jévenes y
no existen publicaciones sobre el efecto de una fagoterapia
en gallinas de postura, cuyos huevos son considerados
alimentos de riesgo para la poblacién humana. Este estudio
tuvo como objetivo determinar la eficacia de una mezcla
de bacteriéfagos en la prevencion de la colonizacion de
SE en tejido reproductivo (ovario/oviducto) y ciegos de
gallinas comerciales de postura.

MATERIALES Y METODOS
AVES

Se trabajo con gallinas comerciales de postura Hy-Line
Brown de 22 semanas de edad negativas a Salmonella por
cultivo y PCR de deposiciones y por prueba seroldgica de
microaglutinacién (Servicio Agricola y Ganadero, Chile).
Las aves fueron criadas y manejadas siguiendo las reco-
mendaciones de los Comité de Bioética y Bioseguridad
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile y recibieron alimento sin antimicro-
bianos y agua ad libitum.

CEPA DESAFIO
Se utiliz6 una cepa de SE aislada de “pool” de 6rganos
(higado, bazo y corazén) de una gallina reproductora. Se

selecciond, en el laboratorio, una mutante espontidnea
resistente a 4cido nalidixico y rifampicina (nal® rif®).
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AISLAMIENTO, PROPAGACION Y CARACTERIZACION DE
BACTERIOFAGOS (BP)

Se seleccionaron tres bacteriéfagos liticos previamente
caracterizados (Santander 2003, Robeson y col 2008). En
breve, 1 mL de agua de alcantarillado de un plantel avicola
de la V Regién (zona central de Chile) fue mezclado con
10 mL de caldo Luria Bertani (LB, Difco) con rifampicina
(100 pg/mL, Arlab) y con 0,5 mL de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento de SE ATCC 13076 (mutante
rifampicina resistente), incubando esta mezcla en agitacién
a 37 °C por 24 horas. Un mL fue centrifugado a 9.300 g por
5 minutos y el sobrenadante fue tratado con cloroformo y
posteriormente sembrado en una placa con desarrollo de SE
ATCC 13076 (método de la doble capa de agar). Luego de
24 horas a 37 °C se purificaron las placas liticas existentes.
Se prepararon stocks de bacteriéfagos mediante propagacion
de los fagos purificados en caldo LB con SE ATCC 13076.
Este método produjo stocks de fagos con un titulo > a 10'2
UFP. Cada fago fue administrado via oral forzada (intraeso-
fagico), suspendido en agua destilada para alcanzar una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 10> UFP.

DISENO EXPERIMENTAL

Se trabajé con 80 aves de 18 semanas de edad, sepa-
radas en cuatro grupos: el grupo 1 constituido por 10 aves
que no recibieron terapia ni infeccién con SE (control
negativo), el grupo 2 con 30 aves que recibieron s6lo
SE (control positivo), el grupo 3 con 10 aves que sélo
recibieron bacteri6fagos y el grupo 4 con 30 gallinas que
fueron tratadas con fagos e infectadas con SE. Los cuatro
grupos se mantuvieron en salas experimentales separadas,
atendidas por personal exclusivo para evitar contamina-
cion entre ellos. A las 22 semanas de edad, las 10 aves
del grupo 3 (s6lo BP) y las 30 aves del grupo 4 (BP +SE)
recibieron por via oral forzada (intraesofagico) la mezcla
de bacteriéfagos (10'! UFP/dosis/fago) durante tres dias
consecutivos. Veinticuatro horas mas tarde, las 30 aves
del grupo 2 (sélo SE) y las 30 aves del grupo 4 fueron
desafiadas por via oral forzada (intraesofiagico) con una
Dosis Minima Infectante (DMI) (2,4 x 108 UFC) de SE
nal® riff suspendida en 3 mL de agua peptonada fosfatada
(Oxoid). Diez dias postdesafio, todos los grupos fueron
sometidos a eutanasia con T61 (Shering Ploug Animal
Health) (AVMA, 2001), obteniendo muestras individuales
de ciegos, ovarios y oviductos para andlisis de bacteriologia
cualitativa y cuantitativa. Adicionalmente, en los grupos
2 y 4 se procesaron todos los huevos puestos durante la
experiencia (10 dias) para la deteccién de SE, considerando
un pool de 10 huevos.

BACTERIOLOGIA

Cada muestra de ciego, ovario y oviducto fue pesada y
colocada en una bolsa pldastica estéril (Whirl Pak, Nascog)



SALMONELLA, PREVENCION, BACTERIOFAGOS, GALLINAS DE POSTURA, AVES

adicionada de caldo Rapapport-Vassiliadis (RV, Difco) en
razén 1:10. Una vez trituradas y homogeneizadas (un mL
fue separado para bacteriologia cuantitativa), las muestras
se incubaron a 37 °C por 72 horas, sembrando cada 24 horas
en placas de agar XLD (Difco) adicionado de rifampicina
y dcido nalidixico (20 ug /mL de cada uno) e incubadas
a 37 °C por 24 horas. Las colonias sospechosas se confir-
maron con suero anti O-Salmonella poly A-1y Vi (Difco).
Las muestras negativas fueron procesadas por PCR para
la deteccion genémica de SE, de acuerdo a metodologia
implementada y descrita previamente (Borie y col 2008).
Los huevos se procesaron como “pool”, con un maximo
de 10 unidades/pool”/grupo.

Se consideré un animal positivo cuando se detectd
SE al menos en una de sus tres muestras (ciegos, ovario,
oviducto).

Para la bacteriologia cuantitativa, un mL de las muestras
suspendidas en caldo RV sin incubar fueron diluidas al
décimo en agua peptonada fosfatada (Oxoid), sembrando
en superficie 100 pL sobre agar XLD adicionado de dcido
nalidixico y rifampicina. Las placas se incubaron a 37 °C
por 24 horas, procediendo a contar las unidades formadoras
de colonias (UFC).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la bacteriologia cualitativa fueron
expresados como porcentaje de aves infectadas (aves positi-
vas a SE) y las diferencias entre los grupos experimentales
(2 'y 4) fueron determinadas por Chi cuadrado (INFOSTAT
2004). Los recuentos (UFC) de SE en ciegos y tejidos
reproductivos (ovarios/oviductos) fueron transformados a
unidades logaritmicas (UFC log, ,) y sometidos a andlisis
de varianza (ANOVA); las diferencias entre las medias
se evaluaron por Test de Tukey (INFOSTAT 2004). Toda
muestra que fue positiva en la bacteriologia cualitativa pero
negativa en la cuantitativa, se le asigné valor 1; por otro
lado, toda muestra negativa por bacteriologia cualitativa
y cuantitativa se le asign6 valor 0. Un valor de P < a 0,05
fue considerado con significancia estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de la bacteriologia cualitativa demostré que
la proporcién de infeccidn cecal y de tejidos reproductivos
no fue diferente (P > 0,05) entre el grupo control positivo
y el grupo que recibié la mezcla de fagos (cuadro 1). En
todas las muestras cecales donde se aislé SE también se
detectaron fagos, a diferencia de lo observado en ovarios
y oviductos, donde escasamente se aislaron bacteriéfagos
(datos no mostrados). En ambos grupos experimentales
(grupos 2 y 4) no se detecté SE en los huevos frescos
puestos durante toda la experiencia (10 dias). Todas las
muestras de ciegos, ovarios, oviductos y huevos que fueron
negativas por bacteriologia cualitativa también lo fueron
por PCR (datos nos mostrados).

Cuadro 1. Aislamiento de Salmonella Enteritidis desde ciegos,
ovarios y oviductos de gallinas de postura experimentalmente
infectadas y pretratadas con una mezcla de bacteriéfagos.

Isolation of Salmonella Enteritidis from cecum, ovaries
and oviducts of experimentally infected laying hens pre-treated with a
mixture of bacteriophages.

Tejidos positivos a SE (%)

Grupo
P aves

Ciegos Ovarios  Oviductos

Control (SE) 30
Tratado (BP + SE) 30

29 (96,67) 13 (43,3) 7(23.3)
29 (96,67) 930,00 3(10,0)

SE: Salmonella Enteritidis, BP: bacteriéfago.

Los promedios de recuentos de SE en ciegos y tejidos
reproductivos se observan en la figura 1. En compara-
cién con el grupo control positivo, las aves tratadas con
bacteriéfagos presentaron una leve disminucién de los
recuentos, diferencia que fue significativa s6lo en ovarios
(P <0,05).

No se observaron cambios de conducta ni manifes-
taciones clinicas sugerentes de enfermedad digestiva en
los grupos experimentales, asi como tampoco lesiones
macroscdpicas en la necropsia.

Bajo el presente diseflo experimental la mezcla de
bacteriéfagos no disminuy6 la colonizacién cecal de SE
en las gallinas de postura, situacién similar a lo observado
por Sklar y Joerger 2001 en pollos tratados con diferen-
tes concentraciones de bacteri6fagos y por Higgins y
col 2007 en pavos tratados con bacteridéfagos asociados a
un antidcido. La baja eficiencia de los fagos en gallinas de
postura, comparada con los buenos resultados obtenidos
previamente en pollos, podria ser explicada por el bajo
pH del tracto digestivo en gallinas adultas comparadas
con pollos y mamiferos (Rosales 2005, Ghise 2009). Se
ha demostrado que el pH écido reduce la actividad litica
de algunos fagos (Leverentz y col 2001, Dabrowska y
col 2005), efecto que puede ser revertido por la adicion
de antidcidos (Smith 1987, Koo y col 2001, Higgins y
col 2007). Los fagos utilizados en el presente estudio
mantienen un titulo estable entre pH 3 y 11 (Santander
2003), por lo que no se consideré usar antidcidos. Otros
factores adicionales que pudieran incidir en los resul-
tados serian: i) Viscosidad y flora bacteriana normal
que actuarfan como barrera mecdnica, disminuyendo la
probabilidad de contacto entre bacterias y fagos (Joerger
2003). ii) motilidad intestinal que disminuiria el tiempo
de contacto efectivo entre bacterias y fagos (Fiorentin y
col 2005P, Atterbury y col 2007, Higgins y col 2007). En
este estudio los fagos se administraron 72, 48 y 24 horas
antes del desafio con SE, por lo que es factible que los
titulos de fagos disminuyeran antes de encontrarse con la
bacteria blanco. Para evitarlo, se utilizaron elevadas dosis
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Figura 1. Recuento promedio de Salmonella Enteritidis (SE) desde tejidos de gallinas infectadas y pretratadas con bacteriéfagos (BF)

(*P < 0,05).

Average of Salmonella Enteritidis (SE) counts from tissues of chickens experimentally infected and pre-treated with bacteriophages (BF)

(*P <0.05).

de fagos (10'! UFP/dia) en relacién a la concentracién
de bacterias inoculadas. iii) Resistencia bacteriana a los
fagos (Atterbury y col 2007, Higgins y col 2007), situacién
que se reduce utilizando dos o mds bacteriéfagos (Sklar
y Joerger 2001, Fiorentin y col 20052, Toro y col 2005),
como es el caso del presente estudio.

La DMI utilizada para infectar las gallinas fue similar a
la sefialada por otros autores para gallinas adultas (Keller y
col 1995, Kinde y col 2000, Gast y col 20042, Gast y col 2004%).
Esta dosis logré una elevada tasa de colonizacién en ciegos
(>95%) pero escasa en ovarios y oviductos (43,3%y 23,3%,
respectivamente), esto dltimo probablemente debido a la baja
invasividad de la cepa. El escaso aislamiento de SE obtenido
en tejidos reproductivos contrasta con lo observado por otros
investigadores, donde los porcentajes de aislamiento van
de 50-70% para ovarios y 37-60% para oviductos (Gast y
Beard 1990, Gast y col 2004%). La invasividad de esta cepa
podria mejorarse mediante pasajes en tejidos reproductivos
de gallinas (Gast y col 2003).

Finalmente, se puede concluir que bajo el presente
disefio experimental la administracién preventiva de
bacteridfagos en gallinas de postura infectadas con SE es
menos efectiva que lo descrito previamente en pollos y que,
por lo tanto, mayores estudios son necesarios para definir
su potencial para disminuir el riesgo en salud publica. El
modelo experimental debe ser reevaluado en cuanto a la
concentracién de bacteri6fagos (aumento de la MOI) y a
la invasividad de la cepa desafio.
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RESUMEN

Salmonella enterica serotipo Enteritidis (SE) contintia siendo
un importante enteropatégeno para la industria avicola y para la
Salud Publica. Debido a la limitada efectividad de las medidas de
control, los bacteriéfagos liticos han mostrado un uso potencial
como biocontroladores de SE en aves. El propésito de este estudio
fue determinar la efectividad de una terapia profildctica con fagos
para el control de la colonizacién de SE en el tracto intestinal y
reproductivo de gallinas de postura. Gallinas Hy-Line Brown, de
22 semanas de edad, libres de Salmonella, fueron tratadas con una
mezcla de tres bacteriéfagos (10!'! UFP/dosis/fago) y desafiadas
con 2,4 x 108 UFC de SE, veinticuatro horas postratamiento. Al dia
10 postdesafio, las gallinas se sometieron a eutanasia, obteniéndose
muestras individuales de ciegos, ovario y oviducto, las cuales fueron
analizadas por bacteriologia cualitativa y cuantitativa. Se recolectaron
los huevos puestos durante la experiencia y se procesaron para
detectar SE. La proporcién de Salmonella Enteritidis en los ciegos
fue similar entre los grupos control positivo y tratado (96,67%) y el
recuento bacteriano cecal tampoco present6 diferencias significativas
(P > 0,05). En los tejidos reproductivos, la administracién de fagos
no disminuy6 la incidencia de infeccion (P > 0,05), pero fue capaz
de reducir levemente los recuentos de SE en ovario (P < 0,05),
aunque no en oviducto (P > 0,05). La actividad litica de los fagos
demostrada en tejido ovdrico, aunque escasa, sugiere realizar mayores
esfuerzos para dilucidar la real contribucién de los bacteriéfagos
como biocontroladores de SE en gallinas de postura.
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