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RESUMEN

Los sistemas agroalimentarios exigen estrictas normas
de bioseguridad. Los bacteriéfagos son virus que infectan
exclusivamente bacterias; cuando se replican lisan a
la célula liberando particulas virales infectivas. A fin de
determinar si en el guano la presencia de bacteriéfagos
que lisan Salmonella ser. Gallinarum (SG) y Salmonella
ser. Enteritidis (SE) podrian indicar la presencia simultanea
de estas bacterias, se analizaron muestras provenientes
de siete granjas de aves ponedoras de los partidos de
Lujan y Mercedes. De los siete establecimientos, cuatro
tenian galpones automaticos y los tres restantes galpones
manuales. Para determinar la presencia de Salmonella spp
se utilizaron técnicas microbiolégicas, mientras que para
detectar fagos liticos de SG y SE se emple¢ la técnica de
spot test. En granjas manuales con tres filas de jaulas el
muestreo comenzé6 en la primera linea, a 2 metros donde
comienza el cono, a 4 metros de la segunda fila y a 6
metros de la tercera. Con un calador se muestre6 en forma
de zig-zag. En granjas automaticas, se hizo funcionar las
cintas de evacuacion de guano tomandose muestras de
material a intervalos regulares. Se aisl6 Salmonella spp en
una granja automatica y se detectaron fagos de SG en dos
granjas manuales y en tres de las automaticas, mientras
que en cuatro de las granjas automaéticas y en dos de las
manuales se hallaron fagos de SE. Detectar bacteriéfagos
es una técnica altamente sensible, que contribuiria en
la vigilancia sanitaria alertando posibles infecciones, y
viable de aplicar en planes de bioseguridad e higiene.

Palabras clave: Salmonella ser. Gallinarum, Salmonella
ser. Enteritidis, bacteriéfagos, guano

INTRODUCCION

Salmonella es un género bacteriano perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Son bacilos gramnegativos
aerobios y anaerobios facultativos, y hasta la fecha se han
identificado mas de 2.500 serotipos que se encuentran en
una gran diversidad de huéspedes’.

En la industria avicola, las bacterias denominadas
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ABSTRACT

Agri-food systems require strict biosecurity standards.
Bacteriophages are viruses that exclusively infect bacteria;
when they replicate they lyse the cell releasing infective
viral particles. In order to determine whether in the guano
the presence of bacteriophages that lyse Salmonella
ser. Gallinarum (SG) and Salmonella ser. Enteritidis
(SE) could indicate the simultaneous presence of these
bacteria, samples from seven layer poultry farms from the
Lujan and Mercedes districts were analyzed. Of the seven
establishments, four had automatic farms and the remaining
three had manual farms. Microbiological techniques were
used to determine the presence of Salmonella spp, while
the spot test technique was used to detect SG and SE lytic
phages. In manual farms with three rows of cages, sampling
began in the first line, 2 meters from where the cone begins,
4 meters from the second row and 6 meters from the third.
With a drill hole, samples were collected in a zig-zag
pattern. In automatic farms, guano evacuation belts were
operated with material samples taken at regular intervals.
Salmonella spp was isolated on an automatic farm and SG
phages were detected in two manual farms and three of the
automatic farms, while in four of the automatic farms and in
two of the manual ones SE phages were found. Detecting
bacteriophages is a highly sensitive technique, which would
contribute to health surveillance alerting possible infections,
and feasible to apply in biosafety and hygiene plans.

Keywords: Salmonella ser. Gallinarum, Salmonella ser.
Enteritidis, bacteriophages, guano

salmonelas tificas pertenecen al género Salmonella
subespecie enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum
(SG) provocan la afeccidon denominada tifosis aviar,
una de las principales enfermedades que afecta a las
aves de postura. Esta enfermedad ha sido erradicada en
muchos de los establecimientos industriales de varios
paises desarrollados, pero aun subsiste en explotaciones
comerciales de Latinoamérica y América del Sur produciendo



pérdidas econdmicas importantes debido a las altas tasas
de mortalidad, disminucion en la produccién y calidad de
los huevos y altos costos veterinarios y de saneamiento
de las instalaciones infectadas2. Ademas, existen un grupo
de enterobacterias denominadas salmonelas paratificas
que se pueden transmitir de animales a humanos, donde
se destaca en especial Salmonella subespecie enterica
serovar Enteritidis (SE) que puede generar gastroenteritis a
aquellas personas que consuman huevos, carne o productos
de animales contaminados con este microorganismo'.

Los sistemas agroalimentarios exigen estrictas normas de
bioseguridad. Muchos estudios colocan en evidencia que,
aunque se tomen medidas para disminuir la presencia de
Salmonella spp. en granjas, no se eliminan totalmente®®.

A nivel nacional existe la Resolucion Senasa N° 86/2016
donde se aprueba el “Programa de vigilancia y control de
la contaminacion por Salmonella spp. en granjas avicolas
comerciales”, destinado a disminuir la prevalencia de
determinados serotipos de Salmonellas no especificas
de huésped de las granjas avicolas de pollos de engorde
y gallinas de postura como una medida fundamental para
mitigar el riesgo de contaminacion del producto avicola final,
con gérmenes que pongan en riesgo la salud humana. En
este, seindica utilizar el método descripto en el Anexo D de la
Norma ISO 6579 (2002), para “Deteccion de Salmonella spp.
en heces de animales y en muestras a nivel de produccién
primaria”. Como medio selectivo se debe utilizar el medio
semisolido Rappaport-Vassiladis modificado (MSRV).
Para la tipificacion de una cepa de cada muestra positiva,
como minimo, se sigue el esquema White-Kauffmann-Le
Minor. Como métodos alternativos se pueden utilizar las
pruebas moleculares para identificacion de genotipos. Cada
laboratorio debe hacer la tipificacion seroldgica (pruebas
de aglutinacion) utilizando los sueros polivalentes OS-A y
OS-B. Todos aquellos aislamientos OS-A positivos se deben
remitir a la DILAB del SENASA, para su serotipificacion, ya
que las serovares, Enteritidis, Typhimurium y Heidelberg
pertenecen a este serogrupo®.

En el éambito internacional, la legislacion de la Unién
Europea, el Reglamento 2160/2003/CE6 y la Directiva
2003/99/CE7 sirvieron de base para introducir una
normativa sobre Salmonella a escala europea, y durante los
siguientes afios se introdujo la reglamentacion especifica
para cada sector de produccién. En el 2019 se publicéd
un nuevo Reglamento de la Union Europea 2019/268
con el fin disminuir la prevalencia de la Salmonella en la
cadena alimentaria, y el riesgo que supone para la salud
publica. Aqui, la deteccidon de Salmonella spp. se llevara
a cabo de conformidad con la norma EN/ISO 6579-1. Como
medio selectivo existe la eleccidn entre el caldo o el agar
semisolido de Rappaport Vassiliadis (RVS o MSRV). Para
la confirmacion se debe tomar una colonia sospechosa, si
los aislados son negativos se analiza hasta cuatro colonias
tomandolas de diferentes medios. Se admite la confirmacién
bioquimica directa sobre la colonia sospechosa bien aislada,
realizandose en paralelo una comprobacién de la pureza
en agar no selectivo. Para la realizacion del serotipado
debe seguirse las directrices establecidas en el Informe
Técnico ISO/TR 6579-3. Ademas, podran utilizarse métodos
alternativos si han sido validados de conformidad con la
norma EN ISO 16140-2 (métodos de deteccion alternativos).

Los bacteridfagos, también conocidos como fagos, son
virus que infectan soélo a células procariotas. Constituyen el
sistema biolégico mas simple y abundante de la naturaleza:
se estima que su poblacion global es de aproximadamente
103" particulas fagicas sobre la Tierra, coexistiendo en
relacién 10:1 con las bacterias a las que infectan. Los fagos
liticos, al replicarse lisan la bacteria liberando particulas
virales infectivas. Este ciclo multiplicativo constituye una
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interesante perspectiva al elaborar rutinas de bioseguridad,
ya que actuarian como amplificadores para detectar
bacterias patégenas como SG y SE™.

Los fagos combinan varias propiedades que son deseables
con el fin de detectar patdgenos bacterianos: tienen una alta
especificidad para sus células blanco; pueden ser usados
para diferenciar entre células vivas y muertas; mantienen su
actividad en diferentes condiciones ambientales eliminando
la necesidad de un laborioso procesamiento previo de
muestras; actuan como amplificadores de sefial cuando
atraviesan un ciclo de infeccion; y son baratos y faciles de
producir'?,

En la actualidad, el crecimiento del sector avicola trajo
aparejado no so6lo un aumento en la produccion sino también
en el volumen de desechos, en particular de guano. En
gallinas de postura, el guano es la mezcla de deyecciones,
a las que se unen la porcién no digerible de los alimentos,
las células de descamaciones de la mucosa del aparato
digestivo, microorganismos de la microbiota intestinal,
diversas sales minerales, plumas y restos de huevos rotos's.

Un indicador microbiolégico es un microorganismo cuya
presencia permite determinar la existencia de un patégeno.
Los indicadores se usan generalmente, por ejemplo, en la
determinacion de la contaminacién de las aguas, o la calidad
microbiolégica de los alimentos''5. Sabiendo que los fagos
necesitan infectar bacterias para reproducirse, soélo se
encontraran en entornos que las contienen. Por lo tanto,
para determinar si la presencia de bacteriéfagos que lisan
SG y SE en guano indica la posible presencia simultanea
de estas bacterias patdégenas, en el presente trabajo se
realizé un analisis microbiolégico para aislar Salmonella spp
y cuantificar bacterias entéricas, y, por otro lado, se detectd
la presencia de fagos liticos para SE y SG en muestras de
guano de gallina.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Las muestras de guano fueron recolectadas de granjas
de aves de postura en los partidos de Lujan y Mercedes
(provincia de Buenos Aires, Argentina) entre junio y octubre
del 2017. De un total de diecisiete granjas que suman ambos
partidos, se eligieron siete granjas (4 de ellas automaticas
y 3 de ellas manuales) por su cercania a la Universidad
Nacional de Lujan (Lujan, Buenos Aires, Argentina).

Dado que todas las granjas poseian menos de 5 galpones,
segun lo establecido en la Resolucion SENASA 86/2016, se
tomaron 7 muestras, una de cada granja. En los galpones
manuales con tres filas de jaulas el muestreo comenzé en
la primera linea de jaulas, a 2 metros donde empezaba
el cono, a 4 metros de la segunda fila y a 6 metros de la
tercera. Con un calador desinfectado se muestreé en forma
de zig-zag. En los galpones automaticos, se hizo funcionar
las cintas de evacuaciéon de guano tomandose muestras de
material a intervalos de 10 minutos™.

Cepas bacterianas

Las células huéspedes utilizadas para el aislamiento
de los fagos fueron la cepa SG INTA90 (cedida por el Dr.
Horacio Terzolo, de la Estacion Experimental Agropecuaria
Balcarce del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria,
INTA-EEA Balcarce, Argentina) y la cepa SE Inc, aislada de
una planta de incubacion y caracterizada antigénicamente
por el Instituto Malbran.

Para determinar la especificidad viral de los fagos aislados
se utilizaron cepas de: SG 88 (aislada de una gallina
enferma de tifus, y cedida por el Dr. Ricardo Anselmo de
la Universidad Nacional de Lujan); SE 9 y SE 15 (aisladas
del Rio Lujan, y cedidas por el Dr. Ricardo Anselmo de
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la Universidad Nacional de Lujan); SE INTA Nal R 12
(protocolo 285/94 resistente al acido nalidixico, cedida por
el Dr. Horacio Terzolo, de INTA-EEA Balcarce, Argentina);
SE int (reaislada de intestino luego de cuatro pasajes en
ave); SE hig (reaislada de higado luego de cuatro pasajes
en ave); Pseudomonas spp 1 (del cepario de la asignatura
Microbiologia General, Departamento de Ciencias Basicas,
Universidad Nacional de Lujan); E. coli (de INTA-EEA
Balcarce, Argentina).

Determinacion de Salmonella spp

Para detectar Salmonella spp se colocaron 25 g de guano
en 225 ml de agua peptonada (Britania) y se incub6 por 24
+ 2 h a 37°C; posteriormente se transfirio 0,1 ml en 10 ml de
caldo Rapapport-Vassiliadis (Britania) con una incubacion
por 24 + 1 h a 42°C. Luego se aisldé por agotamiento una
ansada del caldo de enriquecimiento en placa de agar
XLD (Oxoid). Las colonias positivas para Salmonella se
comprobaron por pruebas bioquimicas: agar hierro tres
azucares (TSI) (Oxoid), agar lisina hierro (LIA) (Britania),
medio sulfuro-indol-movilidad (SIM), Indol (Britania), Rojo
de metilo, Voges-Proskauer (Oxoid) y Citrato (Britania)
(I.M.Vi.C.)™e.

Se realiz6 una prueba de tipificacion serologica utilizando
sueros polivalentes somaticos A (OS-A) y B (OS-B).

Cuantificacion de enterobacterias

La determinaciéon de coliformes totales, coliformes
fecales y E. coli se realizé por la técnica del Numero Mas
Probable (NMP) para lo cual se utilizaron los medios: caldo
lauril sulfato triptosa (Oxoid), caldo lactosa-verde brillante-
bilis (Oxoid), agar eosina azul de metileno (Britania), agar
nutritivo (Britania). Los datos obtenidos se expresaron en
NMP/gramo (NMP/g). El limite maximo de deteccién de la
técnica fue de >1.100 NMP/g.

Aislamiento y deteccion de fagos liticos

Para aislar fagos se disolvieron 5 g de guano en 10 ml de
caldo nutritivo (Britania). Se incubd 24 h a 37°C junto a 500
pl de cepa huésped de SG o SE 108 unidades formadoras
de colonias/mililitro (UFC/ml) para aislar fagos de SG o SE
respectivamente. Se centrifugé a 3.500 rpm el sobrenadante
por 10 min, repitiendo la operacion hasta no observar
precipitado. Al volumen del centrifugado obtenido se agrego
igual volumen de cloroformo con agitaciéon y se comprobd
presencia de fagos liticos de SE y SG por spot test'”.

Para detectar la presencia de bacteriéfagos por spot
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test se mezcld 5 ml de agar nutritivo (Britania) 0,8% (m/v)
fundido y templado a 50 £ 2°C con 0,5 ml de bacteria
huésped (SE o SG) y se volco la mezcla en una placa de
Petri con agar nutritivo (Britania). Una vez solidificado, en
la base de la placa de Petri se dibujé una cuadricula y en
cada cuadrado se rotulé con el lugar de procedencia de la
muestra de guano, donde se colocé una gota (10 pl) de cada
una de las suspensiones de fagos aislados de cada granja.
Se dejo secar en flujo laminar, y se incubaron las placas a
37°C durante 24 h. La presencia de fagos se evidencio si se
observaba la presencia de lisis en el lugar donde se sembré
la gota.

De las muestras de materia fecal diluidas que dieron
positivo a la presencia de fagos liticos, se realizé el método
de la doble capa' con el objetivo de escoger placas
individuales y purificar en tres pasajes consecutivos.

Para determinar la especificidad viral de los fagos
aislados, se enfrentaron distintas cepas bacterianas que
se sembraron en agar nutritivo (Britania), y se observo si
habia lisis total o parcial luego de incubar las placas 48 h a
37°C. Para tal fin, con marcador indeleble se trazaron dos
lineas en el fondo de una placa de agar nutritivo (Britania)
dividiéndola en cuatro partes, y a su vez, se dibujo un circulo
en el centro de cada uno de los 4 sectores. Con ansa estéril,
se estrid la cepa bacteriana en el sector dentro del circulo
que se dibujo. Utilizando una micropipeta, se afiadié una
gota (10 pl) de cada aislado de fago en cada sector en el
area limitada por el circulo. Se dejo secar en flujo laminar y
la placa se incubd a 37°C para realizar una primera lectura
a las 24 h y una segunda verificacion 24 h después. Se
consider? lisis total a las 48 h.

RESULTADOS

Deteccion de Salmonella spp y cuantificacion de
enterobacterias

De las muestras de guano analizadas soélo se detectd
Salmonella mévil en una de las granjas automaticas. Por
técnicas bioquimicas convencionales y posterior prueba
aglutinacién se determiné que se trataba de una Salmonella
spp que reaccionaba al suero OS-B, por lo que se descartd
que la bacteria aislada perteneciera a la serovariedad
Enteritidis, Typhimurium o Heidelberg.

Los valores obtenidos de enterobacterias se observan
en la Tabla 1, donde los resultados de las siete muestras
analizadas demostraron un recuento >1.100 de bacterias
entéricas.

Tabla 1. Cuantificacion de bacterias entéricas (NMP/g) en muestras de guano de gallinas de postura

NMP/g
Granjas Coliformes totales Coliformes fecales E. coli
(A) Manual >1.100 210 9,1
(B) Manual >1.100 >1.100 9,1
(C) Automatica >1.100 >1.100 7,3
(D) Automatica >1.100 >1.100 44
(E) Manual >1.100 28 1
(F) Automatica >1.100 >1.100 210
(G) Automatica >1.100 >1.100 7,3
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Aislamiento y deteccion de fagos liticos

Se pudo aislar fagos en seis de las siete granjas
muestreadas cuando se usé como célula huésped SG y
SE. De las muestras de guano de los galpones manuales
se aislé un total de dos fagos liticos usando SE como célula
huésped y dos utilizando SG, lo que determind un total de
cuatro fagos que producian lisis parcial de SE o SG en el
spot test, mientras que de las muestras de guano de los
galpones automaticos se aislaron siete fagos liticos donde
algunos producian lisis total o parcial en cepas de SE o
SG en el spot test, siendo cuatro los bacteriéfagos que se
aislaron con SE y tres con SG.

Solamente dos fagos, aislados cada uno de dos granjas
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automaticas diferentes, y cuya célula huésped fue SE,
produjeron placas de lisis total en el spot test.

Estos dos bacteriéfagos que produjeron lisis total de la
cepa de SE se purificaron y posteriormente se enfrentaron a
cepas de Salmonella de origen aviar, de origen ambiental, la
cepa de Salmonella spp movil aislada de una de las granjas
automaticas muestreadas, una cepa de Pseudomonas spp y
una cepa de E. coli. Las lecturas de las placas a las 48 h se
detallan en la Tabla 2. Se observé que ambos fagos ademas
de producir la lisis total de la cepa de SE utilizada para
aislarlos, también tenian la capacidad de lisar totalmente
cepas de SG y SE aislados de aves, y parcialmente SE
aislados de ambiente.

Tabla 2. Actividad litica de fagos A y B frente a diferentes cepas bacterianas

Cepa bacteriana

Fuente y/o lugar de aisla-

Fago A de Granja Fago B de Granja

miento automatica F automatica G
SG 88 Heces + +
SG INTAQQ 2 Balcarce, Argentina + +
SE Inc @ Planta de incubacién + +
SE 9 Rio Lujan - P
SE 15 Rio Lujan P P
SE int Intestino + -
SE hig Higado + P
Salmonella spp A® Heces - -

SE INTA Nal R12
Pseudomonas spp. 1 Tierra de cultivo

E. coli INTA

Balcarce, Argentina

Balcarce, Argentina

Salmonella Gallinarum (SG); Salmonella Enteritidis (SE); lisis total (+); lisis parcial (P); lisis negativa (-); @ bacteria huésped;
b corresponde a cepa que se logro aisldar durante el procesamiento de las muestras de guano en una de las granjas.

DISCUSION

En este estudio se planted determinar si la presencia de
bacteriofagos que lisan SG y SE en guano indican la posible
presencia simultanea de estas bacterias patégenas.

De las siete muestras de guano analizadas, so6lo en una
de ellas se evidencié la presencia de Salmonella spp por
meétodos microbiolégicos convencionales, y se comprobd por
serologia que era una Salmonella que reaccionaba al suero
OS-B, por lo tanto, no era de la serovariedad Gallinarum ni
Enteritidis. El bajo aislamiento de la enterobacteria podria
explicarse por la resistencia natural que poseen las aves
contra patégenos entéricos a medida que se desarrolla su
microbiota intestinal y su sistema inmune. Asi mismo, si las
aves tienen una buena alimentacion, con una apropiada
desinfeccion y limpieza de su entorno, podria contribuir
a reducir el riesgo de contaminacion*'. Algunos autores
también reportan su dificultad para encontrar Salmonella en
guano por lo que, ademas del andlisis de las heces de los
animales, se hacen muestreos ambientales?02!.

Un recuento de coliformes totales con la técnica del NMP
>1.100 NMP/g, determina que en las muestras de guano
conviven una alta variedad de enterobacterias y no soélo

Salmonella, por lo cual, podria ser conveniente el empleo de
otras técnicas o métodos adicionales mas especificos para
la deteccidn de Salmonella spp en guano en los sistemas
productivos de aves de postura, como por ejemplo la técnica
de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa)?2.

Por otro lado, con respecto a la presencia de fagos en
el guano de gallinas, en seis de las siete granjas donde
se recolecté guano se pudo aislar bacteriéfagos liticos de
Salmonella de dos serovariedades: Gallinarum y Enteritidis.
Como Salmonella es un agente patdogeno que habita en
el tracto gastrointestinal de los animales, la posibilidad de
aislar fagos que infecten esta bacteria es alta si se buscan
en el intestino de los animales o en sus heces. Deberia darse
especial atencion a la presencia de estos fagos en guano
porque podrian indicar la presencia de sus células blancos
aln en el ambiente?*?*. Sin embargo, estas seis granjas
positivas a la presencia de bacteriéfagos fueron negativas
en la presencia de Salmonella spp. Algunos autores han
reportado resultados similares en sus investigaciones®?’ en
otros entornos (corrales de engorda de ganado y granjas de
cerdos), destacando que, si bien no se puede generalizar
con el numero limitado de muestras que se han recolectado,
la presencia de fagos de Salmonella sugiere que todos
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estos ambientes tuvieron en algin momento contacto
con Salmonella, a pesar de que actualmente pueden ser
negativo para la célula huésped. En nuestro caso, el bajo
nuamero de muestras de guano recolectadas (7 muestras en
total) con la imposibilidad de realizar un analisis estadistico,
no podriamos aseverar que Salmonella spp permanece en
el ambiente, pero si estaria indicando que estuvo presente
en algun momento.

Hay que tener en cuenta que los bacteriéfagos son
parasitos intracelulares estrictos, que para reproducirse
necesitan infectar a una bacteria, porlo que ambos tienenuna
dinamica poblacional descripta por el modelo depredador-
presa: la bacteria puede presentar diversos mecanismos
de defensa contra el fago, y éste, a su vez puede generar
nuevas variantes para superar las barreras presentadas por
las bacterias y optimizar su ciclo de infeccion. Por lo tanto,
si una muestra es positiva para fagos pero negativa para su
bacteria huésped, podria ser un indicio del rol del fago en
el control de la poblaciéon de Salmonella en el ambiente?.

Se ha reportado la capacidad de Salmonella para
sobrevivir largos periodos en el ambiente?'?® y adaptarse a
condiciones ambientales especiales, por ejemplo, mediante
la formacién de biofilms?®3°. La supervivencia de su
célula blanco implicaria a su vez que estén presentes los
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