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RESUMEN

Salmonella entérica subsp. entérica serovar Enteritidis, es causante de
cuantiosas pérdidas econdmicas a nivel mundial debido al alto indice de
mortalidad que ocasionan en aves de corral y a la alta incidencia de
intoxicacion por alimentos en humanos. Actualmente en la industria avicola
se promueven diversas medidas de prevencion y control para evitar la
colonizacion e infeccion bacteriana. En este trabajo realizado en aves
sexadas Cobb-500 infectadas, se utilizd6 un coctel de bacteriofagos liticos
especificos contra Salmonella entérica como método de biocontrol. Se
emplearon dos fases de experimentacion. En la primera fase, se determind
la patogenicidad de la bacteria y la mejor concentracibn para causar
enfermedad. En la segunda fase, se trabajo con 80 pollos, 10 pollos por
cada tratamiento: que consistieron en aplicaciones de bacteria y
bacteriofagos a diferentes tiempos con el fin de determinar la mejor época de
aplicacion de los virus para un mejor control de la bacteria. Tanto en la
primera como la segunda fase, se evalud el estado fisico, peso y presencia
de diarrea en los animales a las 1,2 y 3 semanas post inoculacion. En la
primera fase se determind que las tres concentraciones bacterianas
empleadas 10° 10° y 10" UFC/ml fueron efectivas para causar infeccion. La
concentracion de bacteriéfagos y de bacteria empleada en la segunda fase
fueron de 10'° UFP/mL y 108 UFC/ mL respectivamente, obteniendo que la
aplicacién con bacteriéfagos un dia después de la infeccion con bacterias
mostro una mejor efectividad como control bacteriano. La presencia de
bacteria y bacteriéfagos en 6érganos (higado e intestino) se confirmé

mediante la técnica molecular de diagndstico PCR.

PALABRAS CLAVE

e BIOCONTROL
e BACTERIOFAGO
e BACTERIA

e AVES
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ABSTRACT

Salmonella enterica subsp. Enteric serovar Enteritidis, is causing economic
losses worldwide due to the high mortality in poultry and the high incidence of
food poisoning in humans. Actually in the poultry industry various prevention
and control measures are promoted to prevent bacterial colonization and
infection. In this work in birds sexed Cobb-500 infected experimentally in the
shed of poultry production installation of the experimental farm IASA-I, a
cocktail of specific lithic bacteriophages for Salmonella enterica as a
biocontrol method. Two experimental phases were used. In the first phase, to
determined pathogenicity of the bacteria and the best concentration to cause
disease. In the second phase, we worked with 80 chickens, 10 chickens for
each treatment: they consisted of bacterial and bacteriophage applications at
different times in order to determine the best time of application of the virus
for a better control of the bacteria. In both the first and second phases, the
physical status, weight and presence of diarrhea were evaluated in the
animals at 1, 2 and 3 weeks after inoculation. In the first phase it was
determined that the three bacterial concentrations used 10° 10°® and 10’
CFU / ml were effective to cause infection. The concentration of
bacteriophages and bacteria used in the second phase were 10'° PFU / mL
and 10® UFC / mL respectively, the application with bacteriophages one day
after infection with bacteria showed a better effectiveness as a bacterial
control. The presence of bacteria and bacteriophages in organs (liver and
intestine) were identified by molecular diagnostic PCR.

KEYWORDS

e BIOCONTROL

e BACTERIOPHAGE
e BACTERIUM

e BIRDS



CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Las enfermedades causadas por Salmonella sp., se encuentran
ampliamente distribuidas en aves de corral de todas las edades y categorias.
Salmonella entérica, es considerada una de las principales causas de las
enfermedades transmitidas por alimentos y su incidencia ha aumentado
significativamente durante los Ultimos afios. Se estima que afecta
anualmente a decenas de millones de personas de todo el mundo ya que
éstas bacterias son contaminantes secundarios de los alimentos de origen
animal. Generalmente la presencia de bacterias en los alimentos, es el
resultado de una infeccion previa de los animales de abasto y provocan la
contaminacion de los productos de consumo humano (OMS, 2013).

Durante los ultimos afios se han reportado cepas de Salmonella
resistentes a antibiéticos como ampicilina, sulfonamidas y tetraciclinas que
constituyen un problema de salud publica. Un estudio realizado en Estados
Unidos con una cepa de Salmonella entérica, mostré resistencia al acido
nalidixico que representa la estructura base a partir del cual se ha
desarrollado una familia de antibiéticos denominada quinolonas que son de
amplio espectro antimicrobiano. Por tal motivo el uso de antibiéticos hoy en
dia ya no es una forma de control efectiva. Actualmente se ha intensificado
la busqueda e implementacion de nuevas técnicas de control que permitan
contrarrestar la propagacion y brote bacteriano ya que la posibilidad de que
se genere resistencia bacteriana por el uso de antibidticos es alta (CDC,
2013).

Un método eficiente para el control de bacterias, es el uso de
bacteriéfagos. La primera aplicacion de bacteri6fagos como agente
terapéutico fue en 1917 para combatir la disenteria bacteriana provocada por



una enterobateria del género Shigella. El uso exitoso de esta innovadora
técnica de control, llevé a la creacion de varias empresas en Alemania,
Francia y Estados Unidos que se dedicaron a la produccion vy
comercializacion de preparaciones de fagos a partir de cultivos lisados de la
bacteria diana. La fagoterapia tuvo su auge hasta los afios 30 y tras la
Segunda Guerra Mundial su uso como método de biocontrol comenzé a
disminuir tras el descubrimiento de los antibidticos (Kutateladze & Adamia,
2010).

Los bacteriéfagos liticos fueron empleados como una alternativa para
el control de enfermedades bacterianas por muchos afios, sin embargo no
han sido lo suficientemente explotados debido a que se contaba con un facil
acceso a antibidticos. En esta era en la que los antibiéticos no son una
alternativa viable, los bacteriéfagos estan entre las pocas opciones que
pueden proporcionarnos alimentos sanos, libres de agroquimicos,
constituyen un sistema especifico de biocontrol, son ecolégicamente
seguros y su produccion es de bajo costo comparado con el uso de

antibioéticos.

1.2. Antecedentes

Salmonella entérica subsp. entérica serovar Enteritidis es una bacteria
patogénica cuyo grado de importancia es elevado tanto en salud publica
como en salud animal debido al impacto econdmico que ocasiona
especialmente en la industria avicola (Figueroa & Rodriguez, 2005). En el
mundo, las primeras infecciones reportadas por Salmonella entérica se
registran en la década de los 80, extendiéndose de forma progresivay
provocando asi, una gran preocupacién mundial por el aumento de cepas
multiresistentes que dificultan su abordaje terapéutico (Fica, Alexandre,
Fernandez, Fernandez, Prat, & Heitmann, 2001).

Actualmente los alimentos elaborados para animales, tienen
incorporados dentro de su formulacion prebidticos como medida de
prevencion contra enfermedades, dichos componentes benefician al

huésped debido a una estimulacion selectiva del crecimiento de bacterias



benéficas a nivel intestinal (Heres, Engel, Urlings, & F., 2004), sin embargo,
a pesar de la existencia de tales de mecanismos de prevencién, no todos los
animales son manejados bajo estas condiciones, de hecho, la mayoria de
animales son manejados bajo entornos caseros y en condiciones sanitarias
dudosas que los vuelve suceptibles a enfermedades.

El control de enfermedades se hace generalmente con
antimicrobianos, los mismos que no son utilizados solamente como terapia
para determinadas patologias, sino que los productores las emplean
rutinariamente como parte del programa de prevencién junto con el alimento
de las aves. Ademas, su uso excesivo permite que las bacterias desarrollen
resistencia. Datos que lo confirman es la aparicién de cepas multiresistentes
como la Salmonella Typhimurium DT104. En Ecuador la aplicacion de
antibioticos como primera alternativa de tratamiento es utilizada
habitualmente, por lo que es de primordial interés incrementar la
investigaciéon de terapias alternativas como por ejemplo de fagos (Heres,
Engel, Urlings, & F., 2004).

En los afios 1915 y 1917, el inglés Frederick Twort bacteridlogo y el
microbi6logo francocanadiense Félix d'Herelle, reportaron el aislamiento de
entidades con potencial antibacteriano presumiendo que podian ser virus,
pero es Félix d'Herelle el que confirma esta hipétesis y nombrd a estas
entidades como bacteriofagos de estructura simple, compuestos de
proteinas y acidos nucleicos. Al inicio, los fagos liticos se utilizaron como
agentes terapéuticos y fue en el afio de 1919 cuando se comprob6 su
eficacia frente a disenteria por Shigella spp en un Hospital Pediatrico
Francés (Sulakvelidze, Alavidze, & Morris, 2001). A pesar de los multiples
esfuerzos realizados para generalizar el uso de virus como agentes
terapéuticos, éstos se fueron olvidando debido al descubrimiento de los
antibioticos y al desconocimiento de la biologia de los bacteriéfagos.

En la actualidad, se conoce que los fagos solo reconocen células
bacterianas, ya que presentan especificidad de receptores superficiales que
solo estan en las bacterias lo que les hace buenos candidatos para un

tratamiento mas efectivo, innovador, menos dafiino para el hospedero y
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eficiente para el control de bacterias patégenas (Gaviria, Biol, & Gonzalez,
2011).

1.3. Justificaciéon

Los microorganismos estan presentes en todos los habitats tales
como agua, suelo, aire, incluso en el ser humano y en todos los seres vivos
de los que el hombre se alimenta. De hecho, cualquier producto alimenticio,
transformado o no, que el hombre consume, puede estar contaminado con
microorganismos (Chai, y otros, 2012).

La salmonelosis es una enfermedad zoondtica causante de grandes
pérdidas econdmicas a nivel mundial, puesto que tiene un alto indice de
morbilidad y mortalidad. Es, ademas, una de las enfermedades trasmitidas
por alimentos (ETAS) mas comunes y agresivas. En el Ecuador, se
reportaron 9.908 casos de salmonelosis en el afio 1990; para el afio 2001 la
cifra aumentd suUbitamente a 18.772; sin embargo, esta cifra ha ido
disminuyendo paulatinamente, registrandose en 2013 solamente 5.972
casos. Segun estudios de poblacién avicola realizados por CONAVE, desde
1990 hasta el 2012 se ha producido un incremento del consumo de carne de
pollo de 360%, mientras que el consumo de huevos ha tenido un crecimiento
de alrededor del 60%. Este incremento en el consumo de carne de pollo,
estd relacionado con la diseminacién de enfermedades producidas por
Salmonella por ello se extiende la busqueda de nuevas estrategias de
biocontrol que sean efectivas, y altamente especificas (Direccion Nacional
de Vigilancia Epidemioldgica, 2015).

Uno de los puntos importantes dentro del manejo de enfermedades,
es el diagndstico y deteccion del agente causal. Una vez conocido el agente
causal, se requiere conocer las condiciones de experimentacion que
permitan establecer un buen sistema para el desarrollo de métodos
eficientes de control. En el caso de Salmonella sp., es necesario conocer la
dosis bacteriana que puede causar infeccion en el animal, estableciéndose

de esta manera, un umbral que de una pauta para su control. En aves de



corta edad, una determinada concentracion de bacterias puede producir
mortalidad y disminucién de la eficiencia productiva en aves adultas

(Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2015).

Las enfermedades bacterias han sido tradicionalmente controladas
con antibioticos, lo que a la larga ha presentado inconvenientes debido a que
estos quimicos no son especificos, pueden actuar contra varios grupos de
organismos o bacterias benéficas que cumplen funciones especificas dentro
de sus hospederos ocasionando problemas al individuo (Chai, y otros, 2012).

El abuso de quimicos a méas de la toxicidad, ha generado la seleccion
de nuevas cepas de bacterias resistentes a antibidticos, ya que la bacteria
busca de todas formas subsistir. Al ser resistentes, estas pueden
encontrarse en la heces que sirven de abono para otros cultivos y asi
propagarse con mayor facilidad a otros hospederos. Es por ello que una
forma de controlar bacterias patdgenas sin utilizar antibidticos y sin
ocasionar dafio al hospedero ni a su microflora, es el uso de virus que
atacan a bacterias, comunmente conocidos como bacteriéfagos. Los
bacteriéfagos son parasitos obligados altamente especificos que cumplen
con la funcién de infectar, parasitar y matar a la bacteria sin disturbar a otros
tipos de bacteria benéficas presentes en el hospedero (Chai, y otros, 2012).

En el Ecuador, el uso de antibiéticos como medida preventiva en la
crianza de animales de granja, ha generado, en el caso de aves de corral, un
incremento en el desarrollo bacterias resistentes. Por tal motivo la busqueda
de nuevos métodos para el biocontrol de bacterias infecciosas, sin la
intervencidn de antibidticos, es una necesidad en nuestro pais. El desarrollo
de técnicas de biocontrol empleando bacteri6fagos, brindaria alternativas
seguras y sanas para combatir bacterias patdogenas, siendo este estudio

altamente beneficioso.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

e Establecer la dosis letal de Salmonella entérica subsp. entérica
serovar Enteritidis y su biocontrol por medio de bacteriéfagos

liticos en aves de corral.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion bacteriana necesaria para causar
enfermedad en pollos.

e Verificar la presencia de la bacteria en diferentes 6rganos post
inoculacién por medio de PCR.

e Determinar la eficiencia de la aplicacion de bacteriéfagos liticos
especificos en pollos infectados con Salmonella.

e Verificar la presencia de los bacteriéfagos liticos en 6rganos de

pollos inoculados, por medio de PCR.

1.5. Marco teérico

1.5.1. Caracteristicas generales de Salmonella sp.

El género Salmonella esta formado por bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos no esporuladores pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Caffer, Terragno, & Binsztein, 2008). Salmonella
entérica es un enteropatdgeno que se encuentra frecuentemente involucrado
en brotes de infeccion trasmitidos por alimentos de origen aviar (Borie,
Zurita, Sanchez, Rojas, Santander, & Robeson, 2008).

Este género bacteriano se divide en dos especies: Salmonella bongori
y Salmonella entérica, siendo esta ultima la de mayor importancia sanitaria.
Salmonella entérica spp. a su vez, se divide en 6 subespecies: entérica (1),
salamae (Il), arizonae (llla), diarizonae (llIb), houtenae (IV) e indica (VI).La
subespecie entérica habitualmente se encuentra en animales de sangre

caliente mientras que las subespecies I, llla, llib, IV and VI generalmente se
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encuentran en animales de sangre fria y en el medio ambiente; sin embargo,
todas estas pueden infectar a los seres humanos (Public Health Agency of
Canada, 2011).

Como todas las enterobacterias, Salmonella sp. tiene tres tipos de
antigenos: somatico (O), flagelar (H) y de envoltura (Vi). Los antigenos O,
son termoestables y su especificidad se basa en el componente polisacarido
de la endotoxina. El antigeno H, es un antigeno flagelar proteico y termolabil.
Este antigeno permite la movilidad bacteriana. Finalmente, el antigeno Vi es
un antigeno capsular, el cual estd relacionado con la virulencia del
microorganismo (Ricci-Tam, 2008).

La mayoria de las bacterias incluidas la subespecie entérica
presentan un conjunto de caracteristicas metabdlicas que incluye la
fermentacidon de glucosa con produccién de gas, fermentacion de manitol,
sorbitol y otros carbohidratos, pero no lactosa ni sacarosa. Utilizan
habitualmente citrato como Unica fuente de carbono, pero no malonato, lo
que la diferencia de otras subespecies como arizonae. Su fermentaciéon es
de tipo acido mixta, con reaccidn negativa de Voges-Proskauer. Son en
general productoras de &cido sulfhidrico, hidrolizan urea y fenilalanina y
ademas reducen el nitrato a nitrito (Kumar, 2012).

Las bacterias pertenecientes a este género tienen la capacidad de
crecer en un rango de temperatura entre 7- 49°C; sin embargo, algunos
serotipos pueden crecer a 5,9 °C dependiendo del medio de cultivo donde se
inocula. A temperaturas menores a 15 °C existe una reduccién en el
crecimiento bacteriano. Por otro lado, Salmonella puede crecer a un pH que
varia entre 4 y 9; la tolerancia al acido va a depender del tipo y tamafio del

acido al cual se expone el microorganismo (UERIA, 2011).

1.5.2. Patogenicidad

Salmonella sp. cuenta con cinco islas de patogenicidad, siendo las
mas importantes las islas SPI-1 y SPI-2. La isla de patogenicidad SPI-1 se
encarga de promover la invasion de las células epiteliales intestinales, iniciar

la respuesta inflamatoria en el tracto intestinal y ademas juega un rol
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importante en la supervivencia bacteriana a nivel del hospedero. Por otra
parte, estd la isla de patogenicidad SPI-2, ésta es la encargada de la
supervivencia y replicacion bacteriana en los compartimentos intracelulares
de los fagocitos, desde donde se diseminara la bacteria sistémicamente en
los 6rganos del hospedero (Figueroa & Verdugo, 2005).

El mecanismo de patogenicidad involucra a varios genes que
intervienen en la invasion, apoptosis de macrofagos y activacion de
cascadas de fosforilacion dependientes de MAP cinasas y debido a la
regulacion coordinada de estos genes de virulencia, Salmonella sp. logra
adaptarse a cambios ambientales que se den durante el proceso infeccioso.
En lo que respecta a los mecanismos de adherencia, las bacterias poseen
proteinas especificas denominadas adhesinas que les permiten reconocer
receptores especificos para cada una de ellas. Las adhesinas tienen la
capacidad de activar a los linfocitos B y neutrdfilos, lo que resulta en una
variedad de respuestas bioldgicas incluyendo proliferacion celular y
secrecion de citosinas (Figueroa & Verdugo, 2005).

De manera general, las adhesinas de bacterias Gram negativas son:
fimbria, fibrilla, flagelo, lipopolisacarido (LPS) y capsula. Después de la
infeccion bacteriana, Salmonella inicia su ciclo de infeccion invadiendo al
hospedero a través de tejido linfoide y se adhiere a las células epiteliales del

ileon y a las células M (Figueroa & Verdugo, 2005).

1.5.3. Sistema inmune aviar

El sistema inmunitario se puede dividir en dos partes principales: el
innato o no especifico y los componentes adaptativos o especificos. El
sistema inmune innato es el principal reto para los patdogenos invasores,
mientras que el sistema inmune adaptativo proporciona una mayor
proteccion al individuo, ademas genera memoria inmunolégica permitiendo
una respuesta mas rapida frente al patégeno invasor. En lo que respecta a
los componentes inmunolégicos, se incluyen a las células fagociticas y al

sistema de complemento que componen el sistema inmune innato. Por otro
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lado, se incluye a la capa de piel como la principal barrera fisica a la
infeccion. La interaccion de sistema innato y adaptativo incluyendo diferentes
tipos de células y moléculas tales como citoquinas y anticuerpos constituyen
de forma general la inmunidad del huésped (Hurley, McCusker, Fanning, &
Martins, 2014).

Los leucocitos del sistema inmune innato incluyen a las células
fagociticas, células dendriticas, macrofagos y neutréfilos los mismos que
pueden fagocitar antigenos o patdgenos extrafios. Estas células fagociticas
son reclutadas después de la liberacion de sefiales de citoquinas especificas
(Hurley, McCusker, Fanning, & Martins, 2014).

En cuanto a la fisiologia de la bacteria en los diversos 6rganos,
Salmonella sp. puede atravesar la barrera epitelial por transporte pasivo
facilitado por las células dendriticas. Al llegar a la parte inferior del intestino,
las bacterias se adhieren a la membrana de la mucosa e invaden las células
epiteliales. Uno de los sitios especificos donde esto ocurre, es en las células
de las placas de Peyer que se ubican en el intestino delgado, sitio en donde
la bacteria se transloca a través de la barrera epitelial hacia los foliculos
subyacentes y los ganglios linfaticos del tejido linfoide. Cabe mencionar que,
durante la etapa de infeccién, se puede dar lugar a infecciones secundarias
debido a la difusion bacteriana a otros érganos como el higado y el bazo
(Hurley, McCusker, Fanning, & Martins, 2014).

1.5.4. Interacciones huésped-parasito y sintomas clinicos
en pollos

Salmonella sp., invade las células fagociticas y no fagociticas
incluyendo las células presentes en los foliculos linfoides, el higado y el
bazo. Las células epiteliales, células dendriticas, neutrofilos y macréfagos
identifican patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) tales como
ADN bacteriano, flagelos y LPS. Por otro lado, los receptores de
reconocimiento de patrones (RRP) que incluyen NLRs Y TLRs comprenden
los primeros componentes del sistema inmune que funcionan para detectar

los patogenos invasores (Hurley, McCusker, Fanning, & Martins, 2014).
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La interaccion entre Salmonella y su huésped depende de varios
factores que incluyen a los antecedentes genéticos del huésped.
Actualmente se han reportado estudios en los que existen diferencias
significativas entre diversas lineas de aves en el nivel de colonizacion del
tracto gastrointestinal. Otro aspecto a considerar es la edad de infeccién en
aves, puesto que la salmonelosis en pollos jovenes se caracteriza por los
signos clinicos graves de enfermedad sistémica asociado con diarrea,
deshidratacion y alta tasas de mortalidad, mientras que pollos adultos
pueden producir huevos contaminados con Salmonella sin evidencia de
enfermedad (Omwandho & Kubota, 2010).

1.5.5. Biologia de infeccion de Salmonellosis aviar

La Salmonellosis aviar se ha clasificado en cuatro grupos
dependiendo de los sintomas presentes en aves:

e S. pollorum: las aves que la padecen, presentan diarrea con
uratos blancos. El periodo de incubacién es de 7 a 10 dias.

e S. gallinarum: causa fiebre tifoidea en pollos. El periodo de
incubacion de la bacteria es de 4 a 5 dias.

e Infeccion paratifoide: causada por alrededor de 150 especies
de Salmonella. Esta enfermedad se produce especialmente por
Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis. El periodo de
incubacion es de 5 dias.

e S.arizonae: De similares caracteristicas que la infeccion
paratifoide. Esta enfermedad es rara en pollos, pero se
transmite con mayor proporcion en pavos (Gail, 1994).

El desarrollo de Salmonelosis en aves involucra tres fases, cada una
de ellas posee una interaccion significativa con el sistema inmune. Como se
detalla a continuacion:

Primera fase: en esta fase se desarrolla la invasion bacteriana a
través de tracto gastrointestinal. Salmonella invade la via oral-fecal a través
de las placas de Peyer y las células M ubicadas en el ileon. La infeccion

gastrointestinal induce enteritis en varias especies a través de la
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combinacion de las acciones realizadas por los efectores de la isla de
patogenicidad SP-1, reconocimiento de los flagelos y LPS bacterianos a
través de los receptores Toll-like y reconocimiento de receptores especificos.
Esta infeccion induce una respuesta pro-inflamatoria mediada por citoquinas
y quimioquinas que conduce al reclutamiento de neutrofilos (Chappell,
Kaiser, Barrow, Jones, Jhonston, & Wigley, 2009).

Segunda fase: tras la invasion de Salmonella, las bacterias son
tomadas por los macrofagos o células dendriticas y son transportadas a
través del sistema linfatico para la progresion de la infeccién sistémica en
aves. Por otro lado, se da la intervencion de la isla de patogenicidad SPI-2,
ésta inyecta sus efectores dentro de la vacuola fagocitica de los macréfagos
efectuando la secrecién de citoquinas. Si no existe supervivencia de la
bacteria dentro de los macréfagos, se produce una atenuacion de la
infeccion a nivel sistémico (Chappell, Kaiser, Barrow, Jones, Jhonston, &
Wigley, 2009).

Tercera fase: en esta etapa, la infeccidbn puede ser borrada por la
respuesta inmune, el ave puede morir tras la infeccion o puede desarrollar
un estado de portador. Tras el establecimiento de la infeccion sistémica, si la
replicacion bacteriana no se controla, se conduce a una serie de lesiones en
los érganos infectados, se da un progreso de anemia y septicemia que
causa hemorragia, infiltracién inflamatoria masiva y ulceraciéon de la pared
intestinal. La progresion a esta etapa por lo general resulta en la muerte del
animal a los 6-10 dias después de la infeccion. Por otro lado, en lo que
respecta al estado persistente se puede mencionar que éste es menos
frecuente y resulta del desarrollo de pequeiios nichos bacterianos dentro de
células especificas (Chappell, Kaiser, Barrow, Jones, Jhonston, & Wigley,
2009).

1.5.6. Pollos de engorde de raza Cobb

Los pollos de engorde Cobb, se caracterizan por su plumaje blanco,

poseen alta eficiencia en términos de conversion alimenticia y elevadas
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tasas de crecimiento (Figura 1). En la industria avicola se ha optado por la
crianza y manejo de pollos con estas caracteristicas que comparados con
otras razas como Ross ofrecen mayor produccion de carne y rendimiento.
En el mercado existen tres variedades comerciales: Cobb-500, Cobb-700, y
CossSasso (Pronavicola, 2012); (Navas & Maldonado, 2009). En el Anexo 1
se detallan las condiciones de manejo de pollos.

Figura 1. Raza de pollos Cobb-500.
Fuente: (Pronavicola, 2012)

Entre las principales caracteristicas que poseen los pollos COBB-500 se
puede mencionar las siguientes:

e Presentan alta viabilidad.

e Poseen una alta tasa de conversion alimenticia.

e Se adaptan facilmente a variaciones climéaticas.

e Poseen altas tasas en ganancia de peso (Navas & Maldonado,
2009).

1.5.7. Bacteriéfagos

1.5.7.1. Generalidades

Los bacteriofagos también denominados “fagos” son virus

especializados que infectan a las bacterias. Habitan en todos los sistemas
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biologicos siendo los mas abundantes del planeta. Son frecuentemente
aislados de ambientes acuéticos y/o sedimentos o tierra (Salas, 2014).

1.5.7.2. Morfologiay clasificacion

Su morfologia consiste de una cépside proteica y un tipo de &cido
nucleico, ADN o ARN. La conformacién y organizacion proteica de sus
capsides les confiere la habilidad de permanecer viables por largos periodos
de tiempo en el ambiente en condiciones adversas (Segundo & Torres,
2010).

Los fagos se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas,
el tipo de acido nucléico, forma de céapside, presencia o ausencia de
envoltura lipidica del hospedero (Gomez & Vives, 2009). Existen 14 familias
de virus de procariotas aceptadas y 5 familias que aun no poseen

clasificacion (Figura 2) (Ackermann H. , 1998).
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Figura 2. Morfotipos de virus de procariotas
Fuente: (Ackermann H. , 1998).
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1.5.7.3. Ciclo de replicacion

La primera fase del ciclo de replicacion de un bacteriéfago es la
adsorcion permitiéndole reconocer y fijarse a receptores especificos como
proteinas o carbohidratos presentes en la capsula, pared celular, flagelo,
pilis de la superficie de la bacteria hospedadora, en segunda fase se genera
la inyeccion del material genético viral provocando un ciclo litico o uno
lisogénico el cual depende de las condiciones en que se encuentre (Hendrix,
Bacteriophage genomics, 2003).

Ciclo litico: El fago ocupa la maquinaria de la bacteria huésped para
replicar su material genético y sintetizar proteinas estructurales. Lo que
conlleva al ensamblaje de nuevas particulas virales y liberacién de éstas por
lisis del hospedero, la bacteria (Gaviria, Biol, & Gonzélez, 2011).

Ciclo lisogénico: el material genético del bacteriéfago se integra al
cromosoma bacteriano provocando que su ADN “profago”, se replique en el
interior de la célula junto con el genoma bacteriano. Esto no produce la
muerte de la bacteria huésped hasta que se da induccién del ciclo litico
(Gaviria, Biol, & Gonzélez, 2011).

1.5.7.4. Métodos utilizados para la deteccion y
cuantificacion de bacteriéfagos

1.5.7.4.1. Spot test

Spot test es un método empleado para determinar la presencia y
actividad de bacteriéfagos. Para su deteccion, pequefias gotas de
bacteriéfagos se colocan sobre una placa preparada con la cepa bacteriana
a ensayar. Esta prueba, ademas es utilizada en estudios de aislamiento y
caracterizacion de bacteriéfagos en los que se comprueba la capacidad de
lisar otros huéspedes para evaluar el rango de hospedero utilizando

colecciones bacterianas variadas (Khan Mirzaei & Nilsson, 2015).
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1.5.7.4.2. Ensayo de doble capa

El ensayo de doble capa, es un método clasico empleado para la
cuantificacion de bacteriofagos que se basa en la deteccion de sus efectos
sobre sus bacterias huéspedes. Se deposita una capa de agar semi-sélido
que contiene la mezcla de bacterias huéspedes y bacteri6fagos sobre una
capa de agar solido. La cuantificacion de los bacteri6fagos se realiza
mediante el conteo de las unidades formadoras de placa (UFP) originadas
por la accién litica del bacteriofago o grupo de bacteriéfagos sobre la
bacteria huésped (Clokie & Kropinski, 2009).

1.5.7.5. Terapiade fagos

En los Ultimos afos, han aparecido bacterias resistentes a los
antibioticos, por lo que la fagoterapia ha retomado interés en el ambito
cientifico. Uno de los Paises que ha utilizado la terapia de fagos fue la Unién
Soviética desde la década de 1940 como alternativa a los antibi6ticos
teniendo excelentes resultados. En el afio 2006 la FDA de estados Unidos
aprob6 como alternativa de tratamiento el uso de bacteri6fagos en ciertas
carnes para acabar con la bacteria Listeria monocytogenes (Hausler, 2006).

La fagoterapia representa una alternativa segura, confiable y
especifica con un alto grado de eficacia para el control de bacterias
patbgenas resistentes a antibidticos debido a la especificidad hacia el
huésped, el uso de una sola dosis efectiva y la facilidad de encontrar nuevos
fagos para bacterias fago-resistentes (Gomez & Vives, 2009).

En la fagoterapia existen algunos paradmetros a ser considerados para
analizar la eficacia y evitar inconvenientes al utilizar bacteriéfagos in vivo e in
vitro.  Dependiendo del sitio de infeccion y la via de administraciéon los
bacteriéfagos tendran una alta o baja capacidad de translocacion y llegada al
lugar de infeccion. Una via de administracion sencilla es la via oral mediante
la ingesta de alimento y agua de bebida. El titulo viral de inoculacion de
fagos debe ser igual o mayor a 10° UFP/ml debido a que se han realizado

estudios en los que se muestra alta sensibilidad de bacteri6fagos a
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condiciones de pH bajo (Tsonos, Vandenheuvel, Briers, De Greve,
Hernalsteens, & Lavigne, 2013).

Al emplear bacteriéfagos como biocontrol, se debe estimar el tiempo
de inoculacion. Si el patdgeno es demasiado virulento, la terapia de fagos en
animales puede ser fallida ya que el animal puede morir antes de que los
bacteriéfagos ejerzan su accion litica debido a la produccion de toxinas y
dafios histolégicos. (Tsonos, Vandenheuvel, Briers, De Greve, Hernalsteens,
& Lavigne, 2013).

1.5.8. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es un ensayo simple que
permite obtener varias copias de un fragmento de ADN, utilizando un
mecanismo de replicacién in vitro que incluye se desenrollamiento del ADN
bicatenario, formacion de ADN monocatenario, duplicacion y enrollamiento
del ADN (Somma & Querci, 2010).

Cada ensayo de PCR requiere la presencia de un ADN molde,
cebadores, nuclettidos y ADN polimerasa. EI ADN polimerasa es la enzima
clave que enlaza nucleétidos individuales para formar el producto de PCR.
Los nucledtidos incluyen a las bases adenina, timina, citosina y guanina (A,
T, C, G) que se encuentran en el ADN (Garibyan & Avashia, 2013).

Los cebadores son fragmentos de ADN corto que delimitan la
secuencia que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Por lo
general, su tamafo oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C
no debe ser mas del 55% de la secuencia, caso contrario, se podrian formar
dimeros de primers, es decir, productos inespecificos (Garibyan & Avashia,
2013). La reaccién en cadena de la polimerasa, basicamente es un proceso
gue se lleva a cabo en un ciclo repetitivo de tres fases:

Desnaturalizacion de ADN: es la separacion de las dos cadenas que
conforman esta molécula. Esta etapa se lleva a cabo elevando la
temperatura a alrededor de 94°C.

Hibridacion: los cebadores especificos se unen  por

complementariedad al ADN molde al descender la temperatura.
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Elongacion o extensidn: consiste en la incorporacion de nucledtidos
complementarios, por parte de la enzima polimerasa a partir del extremo 3’
(Garibyan & Avashia, 2013).

1.5.9. Hipotesis

1.5.9.1. Hipoétesis para deteccidon bacteriana

Existe diferencia significativa en el efecto que provocan diferentes

concentraciones bacterianas en aves de corral.

1.5.9.2. Hipétesis para biocontrol con bacteriéfagos

Existen diferencias significativas en el control de Salmonella entérica

en aves de corral aplicando bacteri6fagos a diferentes tiempos.
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes y zona de Estudio

El presente proyecto fue financiado por el Laboratorio de Virologia-
Inmunologia de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad
de las Fuerzas Armadas — ESPE y se llevo a cabo en dos fases:

2.1.1. Fase de laboratorio

El trabajo de laboratorio para el manejo de las bacterias y los fagos,
se realizd en el laboratorio de Virologia/ Inmunologia perteneciente a la
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas
Armadas- ESPE, que se ubica en Sangolqui, Canton Rumifiahui, provincia
de Pichincha. La investigacion es parte del proyecto llevado a cabo por el
laboratorio de Virologia/lnmunologia para el desarrollo de un método de
biocontrol de Salmonella enterica en aves de corral.

Las cepas bacterianas con antecedentes patogénicos y el coctel de
bacteriéfagos especificos fueron los mismos utilizados en los estudios in

vitro realizados por Quiroz et al. (2015).

2.1.2. Fase de campo

El trabajo de campo se dividié en dos experimentos:
- Manejo de las condiciones experimentales 6ptimas para infectar aves
de corral con Salmonella entérica.

- Control de Salmonella entérica utilizando bacteriofagos liticos.

Los dos experimentos se realizaron en el galpon avicola de la granja
experimental del IASA-I Hacienda “El Prado”, localizada en el Cantén
Rumifiahui, Provincia de Pichincha.
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2.2. Periodo de Investigacioén

El proyecto fue realizado en un periodo de once meses, comenzando
con el manejo de bacterias y virus en laboratorio seguidos por la inoculacién
de los microorganismos en sus hospederos. Esta fase se inicio en enero del
2016; concluyendo la parte experimental de campo a inicios de octubre del

mismo ano.

2.3. Procedimiento

2.3.1. Curva de crecimiento bacteriano para Salmonella
entérica
La curva de crecimiento permite determinar la cinética microbiana,

estableciendo mediante la representacion grafica cuatro fases: latencia,
exponencial, estacionaria y declive 0 muerte celular. En este estudio, se
determind la curva de crecimiento para Salmonella entérica con la finalidad
de establecer el inicio y culminacién de la fase exponencial, etapa en la que
las bacterias se encuentran metabdlicamente activas y en constante
replicacion.

Para la elaboraciéon de la curva de crecimiento, se considerd la
metodologia empleada por Quiroz et al. (2015). Para ello se colocaron
900uL de medio de triptosa a la mitad de la concentracion y 100uL de cultivo
bacteriano fresco de 24h en una celda. Se midio su densidad Gptica (OD) en
un espectrofotometro a 600nm. Con el OD obtenido se realizé el siguiente

calculo para obtener V1.:

OD.* V1=0Dy* V,
_ 0D, *V,

T op,
Dénde:
OD;= OD*10
OD»,= 0.05; Rango 0.01-0.08
V,= 25mL de medio de cultivo contenido en el matraz (Amrita
University, 2011).
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Del volumen contenido en el matraz, se extrajo V1, y se coloco la
cantidad de V1 del cultivo bacteriano de 24h, completando asi el volumen
inicial de 25mL. Se tomo una alicuota de 1 mL del matraz y se coloco en un
tubo eppendorf de 1.5mL. A continuacion, se llevo el matraz a incubar con
agitacion a 170 rpm durante 30 minutos. Se coloc6 900uL del tubo
eppendorf una celda para medir su absorbancia en el espectrofotdbmetro a
600 nm; con los 100 uL restantes de la alicuota de 1ml, se realizo diluciones
seriadas hasta la dilucién 107,

Se sembr6 100uL de las diluciones 10™ 10° y 107 sobre agar
nutriente. Se incubd a 37°C durante 24h. Se repitié este procedimiento hasta
alcanzar el T10 con intervalos de 30min. Al transcurrir las 24 h de
incubacion, se realizo el conteo de las unidades formadoras de colonias
(UFC). Para el obtener la concentracion bacteriana se realizé el siguiente

calculo:

UFC _ No. Colonias
mL  107% v

Donde:

UFC= unidades formadoras de colonia

V= volumen de bacteria diluida afiadida a la caja
X= Numero de dilucién (Quiroz, 2015).

2.3.2. Aumento de la concentracién bacteriana

Los tiempos de generacion dependen del tipo de microorganismo, ya
gue unos crecen rapidamente y otros tienen tiempos de generacion de varias
horas o incluso dias. En nuestro estudio, se necesita una concentracion
bacteriana determinada para inocular en las aves. La concentracion de
interés es de 10° UFC/ml, siendo ésta dosis mayor a la dosis de infeccién
media (10 ® UFC/mI) reportada en otros estudios (Borie, Zurita, Sanchez,
Rojas, Santander, & Robeson, 2008).
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Para iniciar con el ensayo, se necesitd de un cultivo bacteriano fresco
de 24 horas. Se tomd 1 mL de éste y se lo sembré en 50 mL de medio
triptosa (1/2) concentracion. Posteriormente se dejé en incubacién durante 3
horas, con agitaciéon a 170rpm y temperatura de 37°C. Se tomdo 1mL del
cultivo bacteriano de 3 horas y se midi6 la absorbancia en el
espectrofotometro a 600nm. Se centrifugd el tubo de 50 mL a 3000rpm
durante 10 minutos y se retird el sobrenadante. A continuacion, se adiciono
al pellet suero fisiologico estéril. Finalmente se realiz6 diluciones seriadas
del concentrado bacteriano en un tubo eppendorf de 1.5 mL con suero

fisiologico y se midi6 la absorbancia a 600nm.

2.3.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron 180 pollos machos Cobb-500 (Figura 3) de un dia de
edad, provenientes de un criadero comercial. Las aves fueron vacunadas al
octavo dia de nacimiento contra la enfermedad provocada por el virus de
Marek (MDV) o gallid herpesvirus 2 (GaHV-2) y adicionalmente recibieron la
vacuna GUMBO-VAC contra la enfermedad de Gumboro ocasionada por el
virus de bursitis infecciosa (IBDV) y la vacuna NEW-BRON contra la
enfermedad de Newcastle y Bronquitis infecciosa aviar (BIA). Adicionalmente
las aves fueron criadas con temperatura controlada (30°C- 36°C) y
ventilacion adecuada. Todos los animales fueron alimentados con una

formulacion sin antibioticos (Anexo 2) y agua sin cloro.
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Figura 3. Pollos de engorde de raza Cobb
500 de 1 dia de nacimiento.

2.3.4. Inoculacién bacteriana

Los animales fueron distribuidos en 5 grupos (Administracion via
nasal) y 5 grupos (Administracién via oral) (Tabla 1). Al onceavo dia se
inoculé por via nasal y oral 60 pollos con diferentes concentraciones de
Salmonella entérica, de los cuales 20 pollos recibieron la dosis bacteriana
mas alta (10° UFC/mL), 20 pollos recibieron la dosis media (108 UFC/mL) y a
los 20 pollos restantes se les administré la dosis baja (10’ UFC/mL). El
volumen de inoculacién del concentrado bacteriano fue de 25 uL para la
primera inoculacién y 25 uL para la re-inoculacion. Durante esta fase se
evaluo el estado fisico de los pollos a las 1, 2 y 3 semanas post inoculacion,

valorando parametros como el peso y la presencia de diarrea en el animal.
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Tratamientos aplicados en pollos al dia 11 después del nacimiento, grupos y
via de administracion de Salmonella entérica subespecie entérica serovar

Enteritidis.

Grupos

Tratamiento

Via de

administracién

Nomenclatura

Control Negativo
administracion de suero
fisiologico

Control Negativo
administracion de antibiotico
ZINAPROM en dos dosis

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis
(Dosis alta; 10° UFC/ml)

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis
(Dosis media: 10 UFC/ml)

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis
(Dosis baja: 10’ UFC/m)

Oral y nasal

Oral y nasal

Oral y nasal

Oral y nasal

Oral y nasal

GO1/GN1

GO2/GN2

GO3/GN3

GO4/GN4

GO5/GN5

2.3.5. Prueba de flotacién

La diarrea en aves de corral puede ser producida por varias causas

entre ellas Salmonella. Con el objeto de descartar uno de los agentes

causales mas comunes como las coccidias, se llevdé a cabo la prueba de

flotacion que es la mas utilizada en estos casos Para ello se recolecto

muestras de heces de las aves que presentaban diarrea. En un tubo
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eppendorf de 1.5 mL que contenia la muestra, se colocé 500uL de solucion
salina hipersaturada (SSHS) y se agitd vigorosamente hasta disolverla.
Posteriormente se transfirio la muestra disuelta en la solucion salina a un
tubo de ensayo y se colocd SSHS hasta llegar al borde dejando un menisco
convexo. Se coloco un cubreobjetos y se esperdé 30 minutos para que los
huevecillos del paréasito se adhieran al cubreobjetos. A continuacion, se retird
cuidadosamente el cubreobjetos y se lo colocé sobre un portaobjetos para

su observacioén en el microscopio a 10X.

2.3.6. Necropsia en aves y toma de muestras

Una vez transcurrido el tiempo de experimentacién, se realizd la
necropsia en aves para observar fisicamente el dafio hepatico e intestinal
debido a la presencia de la bacteria y a la vez tomar muestras histologicas
para su analisis en el laboratorio.

Se comenz6 con una dislocacion cervical para causar la muerte del
animal y posteriormente se abrid la cavidad toracico-abdominal segun
protocolo de la Universidad de Murcia (Anexo 3). Se extrajo el bazo, luego
se desprendi6 el higado separandolo del paquete digestivo y finalmente se
extrajeron los intestinos (Figura 4). Se examin6é cada uno de los érganos y
se lo clasifico por su apariencia mediante la presencia/ausencia de
inflamacion en intestino y cambio de coloracion en higado (marmoleado).
Los organos fueron almacenados en fundas ziploc rotuladas y a una

temperatura de -80°C.
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Figura 4. Necropsia: apertura de cavidad
toracico-abdominal de aves de corral
inoculadas con bacteria Salmonella entérica.

2.3.7. Extraccion y cuantificaciéon de ADN total

Para el proceso de extraccion de ADN, se utiliz6 DNAzol reagent y se
ejecutd el protocolo sugerido por (Life Technology, 2000). En el ensayo se
utilizé 100mg aproximadamente de muestra de tejido (higado e intestino)
(Anexo 4).

Para eliminar residuos proteicos, la preparacion que contenia DNA, se
centrifugd una vez mas a 12000 rpm por 10 min y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo.

La cuantificacion se llevd a cabo en un espectrofotdmetro Nanodrop
2000 que ademas de valores de concentracion, también da valores de
relacion 260/280 (ADN/proteinas) y 260/230 (ADN/ solventes organicos) los
mismos que aportan pureza y calidad de las muestras de ADN obtenidas.
Todas las muestras de ADN fueron llevadas a una concentraciéon de 20
ng/uL.



26

2.3.8. Deteccién de presencia de Salmonella entérica
mediante la técnica de diagnéstico molecular PCR

Se ejecutd una PCR para detectar la presencia de Salmonella
entérica en los organos infectados. Para los ensayos de PCR, se utilizo la
enzima GoTag® Green (Promega Corporation, 2012). La composicion de la
GoTaq Green y la composicion para un volumen de reaccion de 20uL se
muestran en la Tabla 2 y Tabla 3. Se realiz6 amplificaciones de los ADN
extraidos de los diferentes 6rganos de cada tratamiento. Para las
amplificaciones se utilizd como control positivo ADN de 6rganos infectados in
vitro y como control negativo ADN de drganos sin infectar. Para el ensayo
se utilizé el par de primers ST11/ST15 para el gen de patogenicidad
JEO402-1 utilizados en el proyecto de Recalde (2015). El producto de
amplificacion tiene un tamafio de 429pb y el protocolo del termociclador

ejecutado se muestra en la Tabla 4.

Tabla 2.
Composicion de GoTag® Green Master Mix
Componente Concentracion
dnTP 400Um
MgCl, 3 mM
Tag polimerasa 3mM
pH 8.5
Tabla 3.

Composicion para un volumen de reaccion de 20 uL para 40 muestras de
higado e intestino (Fase bacteria)

Componente Concentracion Volumen RX1 Volumen RX 40

H,O destilada 3uL 120.6 uL
ultrapura

Gotaq Green 1x 10 uL 402 uL

Continua ‘
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Primer Forward 10uM luL 40.2 uL
Primer Reverse 10uM luL 40.2 uL
Volumen ADN 20ng/uL 5uL
(clu)
Tabla 4.
Perfil térmico utilizado para amplificacion (ST11/ST11)
Proceso Temperatura (°C) Tiempo No. Ciclos
Desnaturalizacion 94 5min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 65 30s 35
Extension 72 1min
Extension final 72 1min 1
Holding 12 0 1

La reacciéon se corrio en un termociclador marca BIO-RAD modelo
C1000-Touch. Los productos de PCR fueron fraccionados en geles de
agarosa al 2%, Yy visualizados con SYBR® SafeDNA y en buffer TBE 1X. El
tamafio de amplicones se determin6 con un marcador de peso molecular de
DNA de 100 bp de marca LabNet. Los resultados de la amplificacion fueron

fotodocumentados en un transiluminador Biodoc-it"™'System.

2.3.9. Ensayo SPOT TEST

Este ensayo permite evaluar cualitativamente la presencia y actividad
de bacteriéfagos. Se lo realiz6 cada vez que se necesitaba comprobar de
una manera rapida las condiciones de infectividad de los cocteles de fagos.
Inicialmente se dispersa 500 uL de cultivo bacteriano fresco (24h de
crecimiento) sobre la superficie de una caja Petri con agar nutriente. Se deja
secar durante 40 minutos. Posteriormente se coloca 10 uL de una solucion
con fagos. Se incuba por 24 horas y se evalla la presencia de areas de

inhibicion del crecimiento bacteriano en los lugares donde hubieron fagos
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especificos para la bacteria que se puso inicialmente (Khan Mirzaei &
Nilsson, 2015).

2.3.10. Ensayo de doble capa

Es un ensayo que permite conocer la concentracion de fagos en
solucién utilizando un sistema de dos tipos de agar. Una mezcla liquida con
agar en concentraciones entre 0.4 a 0.6% mas bacteria y bacteriéfago es
depositado en la superficie de platos Petri con agar solido de 1,5%.

Para obtener el titulo viral del coctel de bacteriéfagos PSEA-2, se
diluyé inicialmente 100 uL de muestra con 900uL de agua destilada. A

continuacion, se realizo diluciones seriadas hasta 10 °,

Se coloco a bafio maria tubos que contenian 2,5 mL de agar triptosa
0,4 % enriquecido para mantener el medio liquido y evitar su solidificacion.
Se dispensd 50 uL de cultivo bacteriano fresco de 24h y 100 uL de la
dilucion de interés en el tubo que contenia el medio. Se homogenizé la
mezcla suavemente y se vertié sobre cajas con medio agar nutriente sélido.
Se extendio la mezcla cuidadosamente por toda la superficie del medio y se
dejé en reposo durante 1h hasta que el medio se solidifique totalmente. Se
incubo a 37°C durante 24h.

Una vez trascurrido el tiempo de incubacion, se realiz6 el conteo del
namero de las unidades formadoras de placas (UFP) para determinar el

titulo viral de la siguiente manera:

UFP  No.placas
mL  d0.1

Dénde:

d= dilucién de interés
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2.3.11. Enriquecimiento y escalado del coctel de
bacteriéfagos liticos

Para esta etapa, de incremento de la cantidad de fagos, se inicié con
un cultivo fresco de 24h de crecimiento de Salmonella entérica en medio

Triptosa 0.5X y una alicuota del coctel de bacterioéfagos.

Para obtener 1 litro de bacteriéfagos, se comenzd sembrando 2mL de
la cepa de Salmonella entérica obtenida del cultivo de 24h en dos
erlenmeyers conteniendo 62.5 mL de medio de cultivo estéril y se incubd por
3 horas a 37 °C con agitacion de 170 rpm. Transcurridas las 3 horas, se
midi6é la absorbancia extrayendo 1ml de cada erlenmeyer. Al primer matraz
se agreg6 62.5 ml de los bacteriéfagos especificos y en el segundo matraz
se agreg6 62.5 ml de agua destilada estéril. Se dejé en incubacion por 24
horas a 37 °C con agitacion de 170 rpm. Al dia siguiente se midi6 la
absorbancia de las dos muestras: con bacteriéfagos y con agua destilada.

Luego de este proceso, se purificaron los bacteri6fagos mediante
centrifugacion a 4000 rpm durante 30 minutos a 18 °C. Se recolectd el
sobrenadante y se lo filtré6 con filtros estériles de 0.45 nm y 0.20 nm. Se
realizaron tres enriguecimientos consecutivos, haciendo una relacion de 1:1
medio de cultivo con bacteria: filtrado con fagos hasta alcanzar el volumen
de 1L del céctel de bacteriofagos.

Para incrementar alin mas la concentracion de bacteriéfagos, se
liofilizé 1L de muestra enriquecida. Después de 96h, se obtuvo 5g de polvo
de muestra. Esta fue almacenada a temperatura ambiente, sellada
herméticamente con parafim y en condiciones de oscuridad para su
conservacion y posterior uso.

Para relacionar la cantidad de bacteri6fagos por peso seco de
liofilizado, se hizo un ensayo de doble capa. Para ello se resuspendié 10 mg
del liofilizado en 250uL de buffer SM y se dejo en hidratacion durante 1h.
Antes de realizar las diluciones seriadas, se homogenizd la muestra

resuspendida en buffer SM para evitar grumos.
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2.3.12. Inoculacion de Salmonella entérica y céctel de
bacteriofagos especificos PSEA-2.

Se trabajo con 80 pollos de 11 dias de edad los cuales fueron

distribuidos en Grupos de 10 pollos. Se aplicaron 8 tratamientos incluidos

dos controles (Tabla 5). La forma de administracién fue via oral aplicado

directamente en el pico del ave.

Tabla 5.

Tratamientos aplicados a pollos, grupos y via de administracion de
bacteriéfagos y Salmonella entérica subespecie entérica serovar Enteritidis

Grupos

Tratamiento

Via de

administraciéon

Nomenclatura

Control Negativo.
Administracion de ZINAPRIM
en tres dosis

Control Positivo
administracion de Salmonella
entérica subespecie entérica

serovar Enteritidis al dia 13
del nacimiento
(Dosis: 10® UFC/ml)

Control fagos.
Administracion de
bacteri6fagos liticos al dia 12
de nacimiento.
(Dosis: 10* UFP/mI)

Administracion del coctel de
bacteriéfagos 2 dias
consecutivos (dia 11y 12 de
nacimiento) antes de la
infeccion bacteriana.
(Dosis: 10* UFP/m)

Administracion de

Oral

Oral

Oral

Oral

GO1

GO2

GO3

GO4

Continua ‘



31

Grupos Tratamiento

Via de

administracién

Nomenclatura

Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis al dia 13 de
nacimiento.

(Dosis: 10® UFC/ml)

Administracion del coctel de

bacteri6fagos un dia después

de la infeccion (dia 14 de
nacimiento).
(Dosis: 10 UFP/mI)

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis al dia 13 de
nacimiento.

(Dosis: 10® UFC/m)

Oral GO6

—

Continua
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Grupos Tratamiento Via de Nomenclatura

administracién

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis al dia 13 de
nacimiento.

(Dosis: 108 UFC/ml)

Administracion del coctel de
bacteriéfagos un dia antes y

un dia después de la

infeccion bacteriana. Oral
(Dia 12 y 14 de nacimiento).

(Dosis: 10 UFP/mI)

GOS8

Administracion de
Salmonella entérica
subespecie entérica serovar
Enteritidis al dia 13 de
nacimiento.

(Dosis: 108 UFC/ml)

La aplicacion de tratamiento comenzd al dia 13 después del
nacimiento. El nimero de aves infectadas in vivo con Salmonella entérica
fue de 60. Los animales recibieron una dosis bacteriana media de 10°
UFC/mL. La concentracién de bacteriéfagos inoculada fue de 10'° UFP/mL
El volumen de inoculacién del concentrado bacteriano y de bacteriéfago fue
de 25 uL.

Durante el experimento se evaluo el estado fisico de los pollos antes
de empezar la investigacion, a las 1, 2 y 3 semanas post inoculacion.
Durante esta etapa se valor6 pardmetros como el peso y la presencia de
diarrea en el animal. Al inicio de la 4ta semana post inoculacién, se procedi6
con el sacrificio de las aves de estudio mediante dislocacion cervical (Anexo
3). El muestreo se llevd a cabo con la metodologia descrita en el

experimento anterior.
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2.3.13. Detecciobn de presencia de bacteria vy
bacteriofagos mediante la técnica molecular de
diagnostico PCR

Se ejecutd una PCR para detectar la presencia de Salmonella
entérica y bacteriéfagos liticos en los 6rganos infectados. La composicion
para un volumen de reaccion de 20uL se muestra en la Tabla 6. Para el
ensayo se utilizo el par de primers ST11/ST15 para el gen de patogenicidad
JEO402-1 especifico para Salmonella (Recalde J. , 2015); (Aabo,
Rasmussen, Rossen, Sgrensen, & Olsen, 1993) y el par de primers
HoMyP2F/HoMyP2R disefiados por Torres (2016), especifico para
bacteriéfagos de la familia Myoviridae. El producto de amplificacion tiene un
tamafo de 429pb para los primers especificos para Salmonella entérica y de
145 pb para el gen especifico de las enzimas liticas Holinas y lisozimas para
la deteccidn de la presencia del coctel de bacteriéfagos respectivamente. El

protocolo del termociclador ejecutado se muestra en la Tabla 4 y Tabla 7.

Tabla 6.

Composicion para un volumen de reaccion de 20 uL para 32 muestras de
higado e intestino (Fase bacteri6éfago)

Componente Concentracion Volumen RX1 Volumen RX 32
H,O destilada 3uL 96.6 uL
ultrapura
Gotaq Green 1x 10 uL 322 uL
Primer Forward 10uM 1uL 32.2uL
Primer Reverse 10uM luL 32.2 uL
Volumen ADN 20ng/uL 5uL

(clu)
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-Fl;itr)fli?t;mico utilizado para amplificacion (HoMyP2F/HoMyP2R)
Proceso Temperatura (°C) Tiempo No. Ciclos
Desnaturalizacion 94 5min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 30s
Hibridacion 62 30s 35
Extensién 72 1min
Extension final 72 1min 1
Holding 12 0 1

Para la corrida electroforética y visualizacién de amplicones, se utilizé

la metodologia usada en el experimento anterior.

2.3.14. Disefio experimental y analisis de datos

Las variables fueron analizadas en el paquete estadistico INFOSTAT.
Se efectu6 un disefio en bloques completamente al azar. Todas las unidades
experimentales (pollitos) fueron homogéneas. El peso inicial de los pollitos
fue de 50 gramos de toda la camada. Los tratamientos que se asignharon a
las aves fueron al azar. La variable de clasificacion fue el tratamiento y las
variables de respuesta fueron: peso, presencia de diarrea, dafio hepatico,
inflamacion intestinal. El numero de repeticiones fue de 10 aves por cada
tratamiento tanto en la primera fase como en la segunda fase.

Para el andlisis estadistico de los valores del peso obtenidos durante
la lera, 2da y 3era semana, se realizo un analisis de varianza y comparacion
de medias por el método de Duncan con un nivel de significancia de 0.05.
Adicionalmente se realizé una prueba de normalidad Shapiro-Wilks para los
pesos con la finalidad de que las variables de respuesta se ajusten a una

distribucion normal.
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Para analizar las variables de respuesta como la presencia de diarrea,
dafio hepatico, presencia de inflamacion en intestino, presencia y ausencia
de bandas al utilizar la técnica molecular PCR, se realiz6 un analisis
multivariado de conglomerados componentes principales CPA que permite
implementar diferentes procesos descritos por un conjunto de valores de

varias variables.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS

3.1. Cinética bacteriana

Al realizar la curva de crecimiento, se obtuvo diferentes valores de
absorbancia y UFC’s dependiendo del tiempo de incubacién, obteniendo asi,
diversas concentraciones de Salmonella entérica medidas en UFC/mL. El
tiempo de lectura se calculé tomando en cuenta un intervalo de 5 horas. A
valores de absorbancia menores a 0.08 UA (unidades de absorbancia), la
concentracion bacteriana se encontraba en el rango de 10° UFC/mL, por lo
que el valor de absorbancia era directamente proporcional al crecimiento

bacteriano medido en unidades de UFC/mL (Tabla 8).

Tabla 8.
Valores de absorbancia, UFC’s y concentracion bacteriana con Salmonella
entérica durante el intervalo de 5 horas.

Tiempo Absorbancia UFC UFC/mL

(h)
TO 0 0.020 2 2.00E+06
T1 0.5 0.039 3 3.00E+06
T2 1 0.088 38 3.80E+07
T3 15 0.151 68 6.80E+07
T4 2 0.196 104 1.04E+08
T5 2.5 0.220 115 1.15E+08
T6 3 0.270 150 1.50E+08
T7 3.5 0.288 178 1.78E+08
T8 4 0.296 180 1.80E+08
T9 4.5 0.308 185 1.85E+08
T10 5 0.343 210 2.10E+08

Al graficar la relacion existente entre las medidas de absorbancia a
una DO de 600 nm y las UFC que crecieron en caja Petri se obtuvo la curva
Absorbancia vs. UFC/mL (Figura 5).
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Figura 5. Relacién Absorbancia vs. UFC/mL con Salmonella entérica.

Al graficar los valores de Absorbancia vs. Tiempo se identifico el inicio

de la fase exponencial a los 30 minutos y culminacion a las 5 horas (Figura

6).

Absorbancia vs. Tiempo
y =-0.0011x3 - 0.0008x2 + 0.0953x + 0.0071

0.400
R2 = 0.9891

<
S 0.300
I
9
& 0.200
2
o
2 0.100
<

0.000

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 6. Relacién Absorbancia vs. Tiempo con Salmonella entérica.
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3.2. Incremento de concentraciéon del coctel de bacteriéfagos
PSEA-2

3.2.1. Estado infectivo de los bacteriéfagos al inicio del
experimento

La concentracion inicial del coctel de bacteri6fagos PSEA-2 fue de
0.98 *10° UFP/mL. Dicha concentracién era muy baja para su uso como
biocontrol en aves de corral, por ello se realizd un incremento de

bacteriéfagos mediante enriquecimientos mdultiples.

3.2.2. Incremento de bacteriéfagos mediante enriquecimientos

Con el objeto de incrementar la concentracion y el volumen de
bacteriéfagos para estudios posteriores, se realizaron tres enriquecimientos
consecutivos del coctel PSEA-2. En cada etapa se utilizé una relacion 1:1
(medio de cultivo con bacteria: filtrado con fagos) hasta obtener un litro del
coctel (Tabla 9). Para confirmar la accion de los bacteriéfagos, se realiz6 un
Spot test, observandose lisis celular, evidenciada con la inhibicion de
crecimiento bacteriano en los lugares donde se depositd la muestra con
fagos. La muestra con agua estéril no produjo ningun halo de inhibicion
(Figura 7).

Tabla 9.

Valores de densidad oOptica de los cultivos bacterianos con (CF) y sin (SF)
bacteriéfagos después de 24 horas de incubacién, de los enriguecimientos 1,
2y 3.

No. Enriquecimiento Densidad optica (DO)

SF CF
1 1.151 1.290
2 0.774 0.499

3 0.812 0.744
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Figura 7. Spot test con un cultivo bacteriano de
Salmonella entérica y el coctel de bacteriéfagos
PSEA-2. ADE) 10 uL Agua destilada estéril; A)
10 uL de coctel de bacteriéfagos antes de su
escalado y enriquecimiento; FAGO) 10 uL de
coctel de bacteriéfagos después de su escalado y
enriquecimiento; CONTROL) 10 uL de coctel de
bacteriéfagos PSEA-2 del stock almacenado

a 4°C. Las areas mas claras (transparentes)
representan ausencia de crecimiento bacteriano
por efecto del fago.

A pesar de que se hicieron multiples enriquecimientos, se llegd a una
concentracién viral de 10° UFP/ml que se determind por doble capa. La
concentracion de bacteriéfagos requerida para ser utilizada como control
biolégico (por bibliografia) estaba en el orden de 1x10'° UFP/mL. Por lo

tanto, se liofilizo el litro de coctel de bacteriéfagos obtenido.

Con el liofilizado, se realizé un ensayo de doble capa para determinar
la concentracion por peso seco, obteniendo un titulo viral de
2,6*10'°UFP/mL al resuspender 10mg de fago liofilizado en 250uL de buffer
SM (Figura 8).
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Figura 8. Doble capa de la muestra de
bacteriéfagos liticos liofilizados. Las
areas sin crecimiento bacteriano
(transparentes) se denominan placas y se
forman por la accion litica de los bacteriéfagos.

3.3. Experimento 1

En este experimento se evaluaron las condiciones experimentales
Optimas para infectar aves de corral con Salmonella entérica.

3.3.1. Peso de pollos y presencia de diarrea

Durante la primera, segunda y tercera semana de nacimiento, se tomo
el peso de las aves y se determiné la presencia de diarrea en las camas
(Anexo 6).

Se realiz6 un analisis de varianza (Anexos 7, 8 y 9). No hubo
variacion significativa en los pesos de aves entre tratamientos con diferentes
concentraciones de la bacteria. Al realizar la prueba de normalidad Shapiro-
Wilks para los pesos, los resultados se ajustan a una distribucién normal.
(Anexo 10, 11y 12).
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3.3.2. Evaluacién de cambios superficiales en érganos

Se noto ligeros cambios de coloracion en el higado (marmoleado) y
patas de animales infectados en relacion a los no infectados (Figuras 9 y
10). Adicionalmente se observo inflamacion en varias secciones del
intestino, especialmente en el saco duodenal (Figura 11, Tabla 10 y Anexo
5).

animal sano del grupo control (administracion de antibi6tico)
GO4.1H) Higado de animal del grupo que recibi6 la dosis media
de bacterias, se observa zonas con diferente color (marmoleado).

Figura 10. Cambio de coloracién en patas.G02.1)
Patas de animal sano del grupo control (administracién
de antibidtico), se observa zonas anaranjadas. G0O4.2)
Patas de animal del grupo que recibié la dosis media
de bacterias, se observa zonas palidas.
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A e
- * - - .
Figura 11. Presencia de inflamacion en intestino del animal del

grupo que recibio la dosis media GO4.2H A) Seccion
sana sin inflamacion B) Seccién inflamada

Tabla 10.

Evaluacion conjunta de cambios superficiales en higado e intestino después
del sacrificio de las aves. (Experimento 1). Promedio de cuatro
observaciones donde se evalud presencia/ausencia del sintoma.

Evaluacion conjunta de cambios superficiales en 6rganos

Grupo Higado Intestino
GO1 0 0.25
GN1 0 0
GO2 0 0
GN2 0 0
GO3 0 0.75
GN3 0.75 1
GO4 1 0.75
GN4 0.75 1
GO5 0.50 1

GN5 1 1




43

3.3.3. Caracterizacion molecular

3.3.3.1. Extraccién y cuantificacion de ADN total

Se extrajo ADN total de 6rganos infectados. Los resultados de la
cuantificacion de ADN extraido de higado e intestino se muestran en los
Anexos 13y 14.

3.3.3.2. Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Las muestras de los grupos que tenian bacteria presentaron bandas
con un tamafo aproximado de 420 pb para los primers ST11/ST15 (Anexos
15, 16,17 y 18).

3.3.4. Analisis del experimento

Para analizar las variables de respuesta como la presencia de diarrea,
dafio hepatico, presencia de inflamacion en intestino, se realiz6 un analisis
de componentes principales (CPA). Los vectores proyectados con linea
continua de color blanco representan las variables de respuesta y la
cercania de los puntos hacia los vectores determina cual de los grupos
presenta mayor asociacion a dicha variable de respuesta.

El factor o componente principal se interpreta en funciéon de las
observaciones (puntos) mas correlacionados con él, en este caso el valor de
la variable de respuesta correspondiente al dafio intestinal es alto (0.95)
como para ser declarado componente principal 1 (CP1) seguido de la
presencia de diarrea (0.84) que corresponde al componente principal 2
(CP2) (Anexo 19). En cuanto a la correlacion entre variables, existe
correlacion positiva entre las tres variables de respuesta, siendo mas fuerte
la correlacion entre el dafio intestinal y la presencia de diarrea. Los grupos
control GO1 y GO2, ubicados la parte superior izquierda (ler cuadrante),
presentan diarrea, sin embargo, no presentan afectaciones a nivel de
organos; los grupos control GN1 y GN2, ubicados la parte inferior izquierda

(3er cuadrante), toman valores muy bajos para todas las variables de
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respuesta por lo tanto no presentan afectaciones en érganos ni presencia
de diarrea.

Los grupos GO3 (dosis bacteriana alta por via oral), GN4 (dosis
bacteriana media por via nasal), GO5 (dosis bacteriana baja por via oral) y
GN3 (dosis bacteriana alta por via nasal) ubicados en la parte superior
derecha (2do cuadrante), poseen las tres caracteristicas estudiadas, es
decir, presentan diarrea, dafio hepatico e intestinal. Por otro lado, los grupos
GO4 (dosis bacteriana media por via oral) y GN5 (dosis bacteriana baja por
via nasal) ubicados en la parte inferior derecha (4to cuadrante), presentan
dafio intestinal y hepatico mas no presentan diarrea (Figura 12 y Anexo 20).

Componentes principales CPA para fase bacteria

DIARREA

INTESTINDG

HIGADD

0.00
CP 1 (67.0%)

Figura 12. Grafico estadistico de componentes principales CPA para la
primera fase experimental; correlacion de variables presencia de diarrea,
inflamacion de intestino y dafio hepético.

3.4. Experimento 2

3.4.1. Peso de pollos y presencia de diarrea

Se aplico el mismo analisis estadistico, toma de pesos y deteccién de
presencia de diarrea de la misma manera que en la primera fase

experimental (Anexos 21, 22, 23,y 24). A pesar de que los datos de peso se
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ajustan a una distribucion normal, de acuerdo a la prueba de Shapiro Wilks,
el ANOVA no mostré diferencias significativas con respecto a los controles

positivos y negativos (Anexos 25,26 y 27).

3.4.2. Evaluacion de cambios superficiales en 6rganos

Se observo ligeros cambios de coloracion en el higado e intestinos de
animales infectados por bacteria en comparacién con los grupos en los que

se aplicé bacteriéfagos (Tabla 11 y Anexo 5).

Tabla 11.

Evaluacion conjunta de cambios superficiales en higado e intestino después
del sacrificio de las aves (Experimento 2). Promedio de cuatro observaciones
donde se evaluo presencia/ausencia del sintoma.

Evaluacion conjunta de cambios superficiales en 6rganos

Grupo Higado Intestino
GO1 0.25 0
GO2 1 1
GO3 0.75 1
GO4 0.25 0.75
GO5 0 1
GO6 0.75 0.25
GO7 0 0
GOS8 0.50 1

3.4.3. Caracterizacion molecular

3.4.3.1. Extraccién y cuantificacion de ADN total

Se extrajo ADN total de drganos correspondientes a todos los

tratamientos evaluados. Los resultados de la cuantificacion de ADN extraido
de higado e intestino se muestran en el (Anexos 28 y 29).
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3.4.3.2. Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR con los primers ST11/ST15 especificos para
Salmonella y el ADN extraido de drganos, presentaron bandas con un
tamafo aproximado de 420 pb (Figuras 13y 14) y 145pb para los primers de
bacteriéfagos HoOMyP2F/HoMyP2R (Figuras 15 y 16)
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GO1.3H CONTROL (-
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G06.3H
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Suero TR Infeccion Fagoldiaantesy1l
estéril simultanes i scpué

Figura 13. Inoculacion via oral en la segunda fase experimental. Productos
de PCR para el par de primers ST11 y ST15 especificos para Salmonella
entérica subespecie entérica serovar Enteritidis utilizando ADN de higado.
Nota: Ladder: Marcador molecular 100bp, Control positivo: higado infectado con bacteria, Control

negativo: higado sin infectar (tratamiento con antibiético); Control negativo: higado infectado in vivo
(céctel de bacteriofagos liticos). Gel 2% de agarosa.
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Figura 14. Inoculacion via oral en la segunda fase experimental. Productos
de PCR para el par de primers ST11 y ST15 especificos para Salmonella

entérica subespecie entérica serovar Enteritidis utilizando ADN de intestino.
Nota: Ladder: Marcador molecular 100bp, Control positivo: intestino infectado con bacteria, Control
negativo: intestino sin infectar (tratamiento con antibiético); Control negativo: intestino infectado in vivo
(coctel de bacteridfagos liticos). Gel 2% de agarosa.
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Figura 15. Inoculacion via oral en la segunda fase experimental. Productos
de PCR para el par de primers HOMyP2F/HoMyP2 utilizando ADN de
higado.

Nota: Ladder: Marcador molecular 100bp, Control positivo: higado infectado in vivo con bacteriéfagos

liticos, Control negativo: higado sin infectar (tratamiento con antibiético); Control negativo: higado
infectado (bacteria).Gel 2% de agarosa.
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Figura 16.Inoculacion via oral en la segunda fase experimental. Productos
de PCR para el par de primers HoOMyP2F/HoMyP2 utilizando ADN de

intestino.

Nota: Ladder: Marcador molecular 100bp, Control positivo: intestino infectado in vivo con
bacteri6éfagos liticos, Control negativo: intestino sin infectar (tratamiento con antibiético); Control
negativo: intestino infectado (bacteria). Gel 2% de agarosa.

3.4.4. Analisis del experimento

De igual manera que en analisis del experimento anterior, se
evaluaron las variables de respuesta definidas como presencia de diarrea,
dafio hepatico y dafio intestinal. El valor de la variable de respuesta
correspondiente al dafio hepatico fue el mas alto (0.85) como para ser
declarado como componente principal 1 (CP1) seguido de la presencia de
diarrea (0.79) que corresponde al componente principal 2 (CP2) (Anexo 30).

En cuanto a la correlacién entre variables, al formar un angulo menor a 90°
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entre los vectores, existe correlacion positiva entre las tres variables de
respuesta, siendo mas fuerte la correlacion entre el dafio hepético y la
presencia de diarrea.

Los grupos control GO1 (control con antibiético), GO3 (control fago) y
GO7 (infeccion simultanea), ubicados en la parte inferior izquierda (3er
cuadrante), no presentan afectaciones en érganos ni presencia de diarrea al
tomar valores muy bajos para las caracteristicas estudiadas. En la parte
superior izquierda (ler cuadrante), se sitia el grupo GO6 (coctel de
bacteri6fagos un dia después de la infeccion bacteriana), este tratamiento no
presenta dafio hepatico ni presencia diarrea, pero si dafio intestinal.

Los grupos GOS8 (bacteri6fagos un dia antes y un dia después de la
infeccion bacteriana), GO4 (fagos dos dias consecutivos antes de la
infeccion bacteriana) y GO2 (control bacteria), situados en la parte superior
derecha (2do cuadrante), presentan las tres caracteristicas estudiadas, es
decir presentan dafio a nivel hepatico e intestinal asi como también
presencia de diarrea. El grupo GO5 (fago un dia antes de la infeccion
bacteriana), ubicado en la parte inferior derecha (4to cuadrante), muestra

dafio hepético y presencia de diarrea (Figura 17 y Anexo 31).

Componentes principales CPA para fase fago

INTESTINO

"HIGADO

o
=
.
T
L% ]
o~
[+
O

"DIARREA

0.00
CP 1 (60.1%)

Figura 17. Grafico estadistico de componentes principales CPA
para la segunda fase experimental; correlacion de variables presencia
de diarrea, inflamacion de intestino y dafio hepatico.



51

Los resultados de PCR confirman la presencia de la bacteria y
bacteriofagos en los tejidos evaluados (Figuras 13, 14,15y 16).
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CAPITULO IV

4. DISCUSION

El uso rutinario de antibidticos en el combate de infecciones
bacterianas constituye un serio problema a nivel mundial debido a la
resistencia microbiana que genera, haciendo que los tratamientos
convencionales se vuelvan ineficaces y que se requieran nuevas medidas
para evitar la propagacion de enfermedades. Este estudio se orienté a la
evaluacion de patogenicidad y uso de bacteri6fagos liticos especificos para
Salmonella entérica como método de biocontrol en aves infectadas in vivo.

Para la evaluacion de la cinética microbiana de Salmonella entérica,
se siguid la metodologia empleada por Quiroz (2015). Los resultados
obtenidos coinciden con los reportados por Bautista (2009), en los que se
obtienen valores aproximados de absorbancia de 0.250UA a las 3 horas de
incubacion. Por otro lado Quiroz (2015), menciona que normalmente el
crecimiento de Salmonella entérica alcanza valores de absorbancia de 0.800
UA con una concentracién bacteriana de 10° UFC/mL a las 8 horas de
incubacion a 37°C y 170rpm. Dichos valores difieren dependiendo del medio
de cultivo ya que al utilizar medio BHI (brain heart infusion) se requiere de 18
horas para iniciar la fase estacionaria, comparadas con las 8 horas
requeridas en este ensayo al emplear medio Triptosa 0.5X (Bautista, 2009).

En la primera fase de experimentacion, se determiné que existio
contaminacion entre los tratamientos, principalmente con los grupos control.
Las posibles causas fueron la mala manipulacion e inexperiencia del
operador al ingresar a las diferentes zonas sin la debida vestimenta de
proteccion y la manipulacion del alimento con las manos. Segun Williams
(2012), al momento de ingresar a una cama hecha de aserrin, ésta se
encontrara hiumeda debido a los desechos bildégicos que las aves generan
como son orina y heces, al pisarlas con los zapatos, los restos bioldgicos

quedaran pegados a la suela, llevando asi la contaminacion a diferentes



53

zonas. Es por ello que el uso de zapatones, guantes individuales para cada
seccidn es obligatorio para evitar posibles contaminaciones.

Otra causa fue la distancia entre experimentos ya que estos se
encontraban unos a continuaciéon de otros mediados por una malla con
huecos grandes que al principio las aves podian atravesar. Una debida
separacion por tratamientos es de suma importancia para el éxito del
experimento, ya que evita posibles contaminaciones ocasionadas por la
cercania entre los animales contaminados y no contaminados (Alvarez,
2010).

En el segundo experimento esta situacion fue corregida. Cada
tratamiento fue separado por un cubiculo del mismo tamafio que el utilizado
para hospedar las aves y el tamafio de los agujeros de la malla fue mas
pequefio con lo cual los animales estuvieron confinados en el lugar asignado
para cada tratamiento. Entre los pardmetros evaluados, estuvo la presencia
de diarrea que fue observada en la mayoria de las aves desafiadas. Segun
Gail (1994) y Hurley et al (2014), es muy comun este sintoma ante la
infeccion bacteriana con serotipos como Salmonella no tifica (SNT), en este
caso Salmonella entérica, y puede ser uno de los principales sintomas
durante la etapa inicial de infeccién, impidiendo una adecuada absorcién de
nutrientes y provocando deshidratacion en el ave.

Durante la evaluacién del estado fisico y presencia de sintomas de
diarrea en los pollos, y con el fin de descartar la presencia de coccidiosis
aviar, se tomaron muestras de heces para su analisis. Segun Gail (1994),
coccidiosis es una de las enfermedades intestinales parasitarias cuya
principal manifestacién clinica es la diarrea, que en casos severos puede
presentar sangre. En nuestro estudio no se obtuvo presencia de coccidiosis.
Por lo tanto asumimos que la diarrea observada fue una reaccion a la
bacteria que se inoculo6.

En el primer experimento, para evaluar la dosis minima para causar
infeccion en aves jovenes, nuestros resultados difirieron con los reportados
por Audisio et al. (2001), pues en su estudio se emplea valores de 1 x10’

UFC/mL como dosis minima infectante logrando un alto porcentaje de
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infeccion y mortalidad en las aves desafiadas. En nuestro estudio, se
utilizaron tres dosis de infeccion, 10°10° y 10’ UFC/ml. Aunque los
resultados no fueron extremos, se obtuvo infeccibn con las tres
concentraciones. En el segundo experimento se decidio por lo tanto utilizar
una dosis de infeccién de 10° UFC/mI. A pesar de que se obtuvieron tejidos
infectados en los dos ensayos, no hubo mortalidad ni pérdida de peso en
aves. Esto se debié posiblemente a que la cepa utilizada no era muy
invasiva y este comportamiento bacteriano coincide con los estudios
reportados por Toro et al (2001) y Borie et al. (2008) en los cuales la cepa
utilizada no causo perforacion del intestino o necrosis de las células de las
placas de Peyer y a pesar del dafio ocasionado en los tejidos no hubo
mortalidad en los individuos.

Al realizar el andlisis estadistico utilizando el método de componentes
principales para evaluar la presencia de dafio hepatico, inflamacion intestinal
y diarrea, durante la primera fase experimental, los grupos que contenian la
bacteria en diferentes dosis presentaron inflamacion intestina. Los sintomas
de las aves del grupo con menor dosis de bacteria estuvieron mas asociados
con la presencia de diarrea y los pollitos del grupo con dosis media de
bacteria estuvieron asociados con dafio hepatico evidenciado por la
presencia de zonas marmoleadas. Las tres variables en estudio presentaron
correlacion positiva lo que quiere decir que son adecuados para evaluar la
presencia de bacteria. En un estudio realizado por Albala (2007), se
evaluaron muestras de intestino y un pool de 6érganos (higado, corazén y
bazo), obteniendo un porcentaje de infeccion del 40% post inoculacién
bacteriana.

La existencia de bandas obtenidas con PCR utilizando primers
especificos de Salmonella entérica corroboraron la presencia de la bacteria
en los tejidos evaluados con los tratamientos donde se inoculé la bacteria, lo
cual no es raro porque segun Hurley et al. (2014), durante una infeccion
bacteriana sostenida, las infecciones secundarias pueden ocurrir debido a la
diseminacion de las bacterias hacia otros 6rganos en los que se incluye el

higado, intestino, bazo y vesicula biliar.
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En el segundo experimento para evaluar la eficiencia de
bacteriéfagos en el control de bacterias, y con las correcciones logisticas
correspondientes, se determiné que los grupos inoculados con bacteria y
bacteriéfago (GO6 y GO8) presentaron una leve inflamacién del intestino, al
realizar la prueba de diagnostico molecular, se pudo comprobar la presencia
bacteriana en solo un individuo de los cuatro examinados. En estas mismas
muestras se identificd la presencia de bacterioéfagos liticos en la mayoria de
los ejemplares. No sabemos si la falta de deteccion de la bacteria se debe a
falla del operador o la ausencia de la bacteria por efecto de los
bacteri6fagos. En el tratamiento donde se inocularon al mismo tiempo
bacterias y bacteri6fagos (GO7), no hubo presencia de sintomas, ni
alteraciones en 6rganos aungue la presencia de los dos microorganismos en
intestino e higado fue detectada por medio de PCR. Este resultado sugiere
que el uso de bacteri6fagos puede ser empleado eficientemente como
terapia curativa. En un estudio realizado por Sklar & Joerger (2001), al
emplear una mezcla de bacteri6fagos se logré disminuir los recuentos de
Salmonella entérica desde 88,3x10° UFC/g a 19,9x10°> UFC/g al analizar
muestras de heces.

En los dos tratamientos donde primero se inoculo el fago y después la
bacteria (GO4 y GO5) hubo sintomas en el intestino e higado y en uno de
ellos la presencia de diarrea en todos los individuos. La deteccién molecular
de bacteria en estos dos grupos fue de mas del 80% de las muestras. Estos
resultados sugieren que el orden en que se usen los bacteriéfagos incide en
el tipo de control que se obtenga. Es evidente que para utilizar bacteriéfagos
liticos como biocontrol, necesariamente debe estar presente la bacteria ya
que los bacteriofagos no pueden ejercer su accion litica en ausencia de su
bacteria blanco. Ademas segun Albala (2007), los bacteridfagos son capaces
de atravesar el epitelio intestinal e incluso difundirse hacia varios tejidos
pudiendo llegar al cerebro ya que los fagos son capaces de atravesar la
barrera hematoencefalica en busqueda de la bacteria blanco a la cual se

adheriran y multiplicaran.
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Aparentemente los fagos no causaron dafio en el intestino porque en
el control donde se inocularon solo fagos, el intestino tuvo una apariencia
normal y las aves no tuvieron diarrea, sin embargo, el higado si tuvo una
reaccion que deberia ser comprobada. Por el contrario la presencia de la
bacteria fue detectada molecular y sintomaticamente por la presencia de
diarrea, irritacion del intestino y marmoleado del higado en todos los

especimenes inoculados.

Durante el segundo experimento (control de bacterias utilizando
bacteriéfagos), la deteccion molecular de bacteri6fagos fue mucho mas
eficiente con un 85% de las muestras positivas mientras que la bacteria se
detect6 en un promedio del 60% de las muestras analizadas.

Segun Dabrowska (2001), en la actualidad se ha visto que los
bacteriéfagos al ser de naturaleza virica, son reconocidos por el sistema
inmune del animal generando asi anticuerpos, los cuales inactivan a los
bacteriéfagos y provoca que sean removidos de circulacién por el sistema
reticulo-endotelial, siendo esto una desventaja en la fagoterapia. Para
contrarrestar una rapida remocion es necesario administrar una alta dosis de
bacteriéfagos o trabajar con variantes de bacteriéfagos. En un estudio
realizado por Merril (1996), al trabajar con bacteriéfagos mutados, estos
resistian mayores lapsos de tiempo en el organismo en comparacion a otros
bacteriéfagos no mutados. Es importante mencionar que diferentes tipos de
bacteriéfagos pueden estimular diferentes tipos de anticuerpos por la
diferenciacion de sus antigenos. Los bacteriéfagos relacionados entre si,
usualmente comparten antigenos similares que estimulan a la produccion de
anticuerpos capaces de reaccionar cruzadamente con especies de
bacteriéfagos relacionados (Santibafez, 2008).

En cuanto a la factibilidad de uso de bacteridfagos, se debe destacar
gue no se notaron cambios conductuales en los animales que podrian
sugerir un efecto adverso ante su uso, tampoco se evidencié una lesiéon
intestinal, ni dafo hepatico asociado al uso de fagos. Ademas, al utilizar un

coctel de bacteriéfagos especificos para Salmonella entérica, éstos no son
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capaces de causar lisis bacteriana de la flora normal de las aves (Albala
Moreno, 2007). El estudio previo de rango de hospedero realizado por
Quiroz (2015), corrobora los resultados obtenidos, pues en su estudio, los
bacteriéfagos del coctel PSEA-2 provocaron lisis total anicamente en los
cultivos de Salmonella enteritidis y Salmonella infantis y no en los cultivos de
Escherichia Coli, Pseudomona fluorescens, Citrobacter freundii y
Enterobacter agglomerans.

Con estos experimentos se demuestra que los bacteriéfagos liticos
funcionan in vivo como biocontrol de Salmonella entérica y podrian ser una
excelente alternativa frente al excesivo uso de antibidticos. Este es el primer

estudio de este tipo llevado a cabo en Ecuador.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

Los individuos inoculados con Salmonella entérica subsp entérica
serovar Enteritis, mostraron irritacion intestinal, marmoleado en higado y
diarrea; la presencia de la bacteria en los organos afectados fue
determinada a través de la prueba molecular de diagndéstico PCR.

Las tres concentraciones bacterianas empleadas 10°, 10® y 10’
UFC/ml fueron efectivas para causar infeccion en aves de corral, permitiendo
asi la diseminacion de Salmonella entérica a nivel sistémico.

El céctel de bacteriofagos PSEA-2, presentd actividad litica para
Salmonella entérica subsp. entérica serovar Enteritidis en experimentos in
vitro e in vivo.

El mejor tratamiento para el control de la bacteria fue la administracion
de bacteriofagos liticos un dia después de la infeccion con bacterias.

Mediante la técnica de PCR fue posible detectar la presencia de
bacteria y bacteriéfagos, en todos los tratamientos y eso permitié relacionar
la efectividad de los mismos.

La confiabilidad de la prueba de PCR se demostr6 con una
amplificacion nula en los controles negativos y bandas correspondientes en

las muestras inoculadas.
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CAPITULO VI

6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos para determinar las condiciones 6ptimas
de conservacion para bacteriéfagos ya que la actividad litica podria verse
disminuida al emplear diversas condiciones fisicoquimicas.

Se deberia realizar experimentos con diferentes dosis de bacteriéfagos,
a fin de optimizar su uso en actividades de produccion.

Se deberian repetir este tipo de experimentos utilizando bacterias mas
agresivas que permitan visualizar las bondades de los bacteri6fagos como
biocontrol.

Debido a la eficiencia demostrada por los bacteri6fagos, se debe
continuar las investigaciones con otras bacterias patogénicas que afecten a
distintos sectores de la produccién agropecuaria.

Se deberian realizar experimentos donde se compare el efecto de

bacteriéfagos en relacién a antibioticos.
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