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RESUMEN

Los bacteriofagos constituyen una novedad como bactericidas. Un coctel de bacteriéfagos F9y F15,
especificos para Salmonella Enteritidis (SE) y FSG, especifico para Salmonella Gallinarum, fue
utilizado sobre superficies contaminadas experimentalmente con SE. Quince rectangulos de
polipropileno de 330 cm?y quince trozos de rejas metalicas de 50 cm?, fueron sumergidas en cultivo
de 18 h de SE incubadas una hora a 37°C. Las unidades formadoras de colonia (UFC)/ml de SE
fueron determinadas en las dos superficies y sometidas a: Tratamiento (T) 1: 5 materiales fueron
rociados con 10° unidades formadoras de placa (UFP)/ml de FSG, F9y F15; T2: 5 materiales fueron
rociadas con 10° UFP/ml de F9 y FSG; T3: 5 materiales fueron rociadas con solucién fisiolégica.
Los resultados determinaron que T1 disminuyd significativamente la carga bacteriana sobre metal
de 4,3 logio UFC/cm? a 2,5 + 0,22 logio UFC/cm?, mientras que en superficies plésticas redujo la
concentracion de SE en 1,23 + 0,26 logio UFC/cm? (ANOVA). Se concluye que el uso de
bacteri6fagos contribuiria al control de SE en produccién de huevos.

Palabras clave: bacteri6fagos, Salmonella Enteritidis, aves de postura

ABSTRACT

Bacteriophages are a novelty as bactericides. A cocktail of bacteriophages F9 and F15, specific for
Salmonella Enteritidis (SE) and FSG, specific for Salmonella Gallinarum, was used on surfaces
experimentally contaminated with SE. Fifteen 330 cm? polypropylene rectangles and fifteen 50 cm?
pieces of metal grids were immersed in culture for 18 hours of SE incubated for one hour at 37°C.
Colony-forming units (CFU)/ml of SE were determined on the two surfaces and subjected to:
Treatment (T) 1: 5 materials were sprayed with 10° plaque-forming units (PFU)/ml of FSG, F9 and
F15; T2: 5 materials were sprayed with 10° PFU/ml of F9 and FSG; T3: 5 materials were sprayed
with physiological solution. The results determined that T1 significantly decreased the bacterial load
on metal: 4.3 logio CFU/cm? a 1.23 + 0.22 logio CFU/cm? (ANOVA). The use of bacteriophages
would contribute to the control of SE in poultry.

Keywords: bacteriophage, Salmonella Enteritidis, laying hens

1 INTRODUCCION

Los bacteri6fagos son virus que infectan y lisan especificamente a bacterias. Son muy
abundantes en la naturaleza e inofensivos para el hombre, plantas y animales. Fueron descubiertos
y descriptos por primera vez por Frederck Twort en 1915 y mas tarde por Felix d Herelle en 1917,
quien ademas hizo grandes aportes a su estudio. El ciclo litico de un bacteriéfago ocurre en tiempos
variables y conduce a la liberacion de entre 50 a 100 viriones que vuelven a infectar nuevas bacterias
especificas repitiendo el ciclo litico hasta lograr la eliminacion de las células hospedadoras®.

Salmonella enterica subespecie enterica serovar Enteritidis (SE) es una bacteria intestinal
invasiva, no especifica y no adaptada al huésped. Las aves comerciales constituyen uno de los
principales reservorios; la carne de pollo y los huevos contaminados son la fuente mas importante
de contaminacion para el hombre? 3. SE tiene gran afinidad por el tracto reproductivo infectando

oviducto, ovarios y el huevo en formacién. Por ello se debe prestar particular atencidn en aves
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reproductoras ya que son su principal fuente de diseminacién, tanto por via horizontal como vertical
45.

El incremento de cepas resistentes a maltiples antibioticos determind la busqueda de nuevas
alternativas para el control de SE en granjas avicolas, como respuesta a las normativas vigentes, las
que indican especialmente que el uso de antimicrobianos no debe afectar la salud humanay el medio
ambiente®,

Los bacteri6fagos, por su accion selectiva y multiplicacion explosiva constituyen una
herramienta complementaria para el control de SE, ya que logran evitar el uso masivo de
tratamientos quimicos que conducen a la seleccion y proliferacion de bacterias resistentes ©.

Los bacteriéfagos también pueden usarse como agentes bactericidas en superficies inertes
comunmente denominadas fomites. Su aplicacion en forma de spray ayudaria al control de las
salmonelas en el ambiente, como complemento en los programas de desinfeccion e higiene.
Ademas, dado que la mayoria de los desinfectantes se inactivan en presencia de materia organica,
la aplicacién de fagos sobre superficies contaminadas contribuiria a que los desinfectantes actden
mas eficazmente ’.

En trabajos anteriores se demostré que la actividad litica de los fagos no se modifica en
presencia de desinfectantes de uso comun en avicultura y que permanecen intactos en las superficies
luego de un tiempo de la aplicacion®.

El objetivo del trabajo fue determinar si la aplicacion de un coctel de fagos disminuye el

recuento de SE en superficies contaminadas experimentalmente.

2 MATERIAL Y METODOS
2.1 BACTERIOFAGOS

El bacteriéfago especifico para Salmonella Gallinarum (FSG) fue aislado de las heces de
una gallina enferma de tifus °. Los bacteridfagos especificos para SE (F9 y F15) fueron aislados del

rio Lujan, provincia de Buenos Aires, Argentina °.

2.2 CEPA DE SALMONELLA ENTERITIDIS
La cepa bacteriana fue aislada de campo y caracterizada antigénicamente por el Instituto de

Anaélisis Malbrantt,
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2.3 SUPERFICIES ENSAYADAS
Se utilizaron dos superficies diferentes que se encuentran en contacto con las aves en las
granjas de produccion: 15 rectangulos plasticos de polipropileno de 330 cm? y 15 trozos de rejas

metalicas de 50 cm?2.

2.4 DESCRIPCION DEL ENSAYO

Antes de comenzar las pruebas se verificd la ausencia de SE en cada una de las superficies,
para lo cual se pasaron hisopos embebidos en solucidn fisioldgica estéril (SF), los que se colocaron
en frascos que contenian 150 ml de SF, para luego inocularse una alicuota del contenido de estos
frascos en placas de Petri con agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (OXOID) para verificar la presencia
0 ausencia de colonias. Posteriormente, los diferentes materiales se sumergieron en un recipiente
que contenia un cultivo de 18 h de SE, se secaron en flujo laminar y se incubaron 60 minutos a
37°C. Despueés de una hora, se determind la cantidad de unidades formadoras de colonia por ml
(UFC/ml) de SE. Luego, cada ensayo se sometio a tres tratamientos; Tratamiento 1 (T1): 5 porciones
de rejas metalicas (RM) y 5 de polipropileno (PPL) fueron rociados con 10° unidades formadoras
de placa por ml (UFP/mI) del fago FSG, F9y F15 (en igual proporcion), Tratamiento 2 (T2): 5 RM
y 5 PPL fueron rociadas con 10° UFP/ml con los fagos F9 y FSG (en igual proporcion), Tratamiento
3 (T3): 5 RMy 5 PPL fueron rociadas con SF. Cada pieza de material se rocio tres veces de cada
lado (una descarga de spray equivale a un volumen de 1 ml). Después de recibir el respectivo
tratamiento, las superficies se dejaron secar en flujo laminar y se incubaron a 37°C durante 3 horas.
Luego, con un hisopo, se tomaron muestras de las superficies de cada uno de los ensayos con sus
distintos tratamientos y fueron colocadas en frascos que contenian 150 ml de SF, y posteriormente
se realizo el recuento en placa de agar nutritivo (Laboratorios Britania) por el método de extension
en superficie. Los datos recolectados se transformaron a valores logaritmicos y se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA de un factor, y se utiliz6 la prueba de Tukey para comparar las

medias de los tratamientos. Un valor de p <a 0,05 fue considerado con significancia estadistica.

3 RESULTADOS

En todas las superficies ensayadas se constatd ausencia de SE antes de su inmersion en un
cultivo de la bacteria y en los tratamientos (controles). Los resultados obtenidos (Tabla 1)
demuestran que en aquellas superficies que recibieron el tratamiento T1 se observa una disminucién

de la carga bacteriana con respecto a las que recibieron T2y T3.

Tabla 1: Recuento de bacterias en UFC/cm? de las diferentes superficies. Tratamiento 1: rociados con fagos FSG, F9
y F15; Tratamiento 2: rociadas con los fagos F9 y FSG; Tratamiento 3: rociadas con SF. La concentracién del cultivo
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de SE en las que se sumergieron los materiales de polipropileno al inicio fue de 1,33 x 107y las metalicas fue de 3,7 x

109 UFC/ml).
Incubacién de| Tratamiento 1| Tratamiento 2| Tratamiento 3

UFC/cm? Control 60 min (T1) (T2) (T3)
0 1,82 x 10* 2,27 x 103 8,68 x 10° 1,05 x 10*
Polipropileno 6,82 x 10? 5, 68 x 10° 9,55 x 10°
9,09 x 102 6,23 x 10° 8,18 x 103
2,00 x 103 6, 86 x 10° 3,05 x 103
4,82 x 10? 1,52 x 10° 5,45 x 103
0 2,19 x 10* 3,00 x 10t 8,10 x 10? 1,02 x 10°
Metal 6,00 x 10" 1,29 x 10* 4,50 x 10*
1,20 x 102 1,38 x 10* 3,60 x 10*
6,00 x 10! 1,86 x 10* 3,30 x 10*
1,20 x 102 7,20 x 10° 4,20 x 10*

Mediante ANOVA de un factor se comprob6 que existe una diferencia significativa entre
todos los tratamientos tanto cuando se aplica a las superficies plasticas como a las metalicas (p <
0,05). Si se compara T1 con T2, tanto en los materiales de polipropileno y en los de metal, hay
diferencia entre ambos, siendo el de mayor eficiencia el coctel de tres fagos (T1), dado que en las
superficies plasticas redujo la concentracion de SE en 1,23 + 0,26 logio UFC/cm? y 2,50 + 0,22
logio UFC/cm? en superficies metalicas, luego de mantenerse en estufa por 3 horas a 37°C (Figura
1).

Figura 1: Recuento de SE en superficie. Tratamiento 1: rociados con fagos FSG, F9 y F15; Tratamiento 2: rociadas con
los fagos F9 y FSG; Tratamiento 3: rociadas con SF; Sin tratamiento: incubacion de 60 min. 5 repeticiones para cada
tratamiento, se observa diferencias significativas entre todos ellos (p < 0,5). Barras de error indican el desvio estandar.
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4 DISCUSION
En el presente trabajo se logré disminuir la carga bacteriana de superficies contaminadas

experimentalmente con SE a través del uso de un coctel de fagos. Se probaron cocteles preparados
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con dos y tres bacteridéfagos, y en base a los resultados obtenidos se comprobd que el coctel de tres
fagos tuvo una mejor efectividad en la reduccion de Salmonella en superficie.

La prevencién de la infeccion por SE en aves comerciales es muy importante para la salud
publica. SE es el serotipo mas comun que causa toxiinfecciones alimentarias en humanos
identificandose siempre a las aves como principal fuente de infeccion 2.

En medicina veterinaria el uso de antimicrobianos esta asociado a la aparicion de nuevas
variedades de microorganismos resistentes. En este sentido, en lo que respecta al sector avicola, se
ha incrementado la bisqueda de agentes naturales con accion bactericida 2.

Existen trabajos que utilizan bacteriofagos como aditivos en los alimentos en donde
demuestran una marcada disminucion en la infecciobn de SE y SG en aves comerciales y
consecuentemente un control en la transmision horizontal 141°,

La utilizacion de cocteles de bacteri6fagos como agentes desinfectantes disminuiria la
presencia de bacterias resistentes y ayudaria en la lisis de las poblaciones bacterianas mas rapida y
eficazmente y con efecto prolongado. Su eficacia ya ha sido comprobada en el area de la industria
del procesamiento de alimentos 1© 171819 Nuestros resultados demuestran que los bacteridfagos
utilizados son capaces de disminuir las poblaciones de SE en las superficies ensayadas y pueden ser
empleados como agentes bactericidas. Teniendo en cuenta que la reduccion de la concentracion de
Salmonella en los materiales tratados con los tres bacteriéfagos fue significativa, podria
considerarse que la desinfeccion de las superficies con cActeles podria reducir la presencia de este
patdgeno en las granjas. En nuestro ensayo la carga a la que se expuso las superficies es superior a
la que podrian llegar a tener o alcanzar en las granjas de aves ponedores, debido a la limpieza y
condiciones climaticas del ambiente, muy diferente al entorno estable presente en un laboratorio.

Estas experiencias demuestran que el uso de bacteriéfagos puede ser una muy buena
estrategia para utilizarlos como bactericida natural ofreciendo varias ventajas como, bajo costo
econdmico, mayor eficacia en la lisis de las poblaciones bacterianas, efectividad sobre las
superficies en gue se encuentran en contacto las aves y ausencia de toxicidad para los animales y el
hombre. La inclusion de bacteri6fagos como agentes bactericidas en los programas de higiene y
desinfeccion constituiria una excelente herramienta para disminuir la utilizacion de otros agentes

quimicos y consecuentemente, preservar el medio ambiente.

5 CONCLUSIONES
El uso de cocteles de bacteriofagos liticos ofrecen la posibilidad de utilizarlos como una
herramienta complementaria, seguray eficaz para el biocontrol de SE en los ambientes de las granjas

de aves comerciales de postura.
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