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RESUMEN

Las infecciones causadas por Salmonella se dan generalmente por ingesta de
productos avicolas generando un grave problema en salud publica, sumado a
ello los tratamientos profilacticos y pos infeccion no son de gran utilidad debido
a la resistencia a los antibiéticos, incrementandose asi las bacterias
multirresistentes.

Los bacteriéfagos son una alternativa para el control biolégico de Salmonella,
eliminando o reduciendo la poblacién de dicha bacteria. Para ello se necesita
evaluar las caracteristicas biolégicas y quimicas del bacteriéfago para
determinar su estabilidad.

En el presente estudio se aislé el bacteriéfago denominado S6 partir de una
muestra de intestinos de pollo. Se evalu6 la estabilidad del bacteriéfago
sometiéndolo a diferentes temperaturas y pH, también se determind la
sensibilidad al cloroformo y las caracteristicas biolégicas como multiplicidad de
infeccién, tasa de adsorcion y curva de un paso del bacteriéfago aislado.

Los resultados indican que el bacteriéfago S6 es estable a pH entre 6 - 8 y
temperaturas de — 80°C hasta 60°C. Ademas, presenta caracteristicas liticas
solo para serovares de Salmonella como Typhimurium, Bispebjerg, Enteritidis
Mediante la microscopia electrénica de transmision se determind que pertenece
al orden Caudoviralesy a la familia Siphoviridae.

Todas estas caracteristicas permiten emplearlo como una alternativa para la

reduccidn de la poblacion de Salmonella enterica.

Palabras claves: Bacteriéfago, Salmonella enterica, estabilidad, sensibilidad,

Microscopia Electrénica de Transmision
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ABSTRACT

Salmonella infections are usually borne through poultry products, causing a serious
problem in public health. In addition, prophylactic and post-infection treatments are not

very useful due to resistance to antibiotics, thus increasing multiresistant bacteria.

Bacteriophages are an alternative for the biological control of Salmonella, eliminating or
reducing the population of the bacteria. To do this we need to evaluate the biological and

chemical characteristics of the bacteriophage to determine their stability.

In this study, the bacteriophage called S6 was isolated from a sample of chicken
intestines. The stability of the bacteriophage was evaluated, it was tested at different
temperatures and pH, sensitivity to chloroform and biological characteristics such as
multiplicity of infection, adsorption rate and one-step growth of the isolated

bacteriophage were also determined.

The results showed that the bacteriophage S6 is stable at different pH values and
temperatures, at intervals between 6 and 8, - 80°C and 60 °C, respectively. Furthermore,
it presents lytic characteristics in different Salmonella serovars like Typhimurium,
Bispebjerg, Enteritidis. Through transmission electron microscopy it was determined that

it belongs to the order Caudovirales and Siphoviridae family.

All these characteristics allow using it as an alternative for population reduction of

Salmonella enterica.

Key words: Bacteriophage, Salmonella enterica, stability, sensitivity, Transmission

Electron Microscopy.
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1. INTRODUCCION

Salmonella es una de las principales causas de infecciones en aves asociadas a la
industria, representando un problema importante a nivel mundial, ocasionando grandes
pérdidas econdmicas, no solo debido a la mortalidad que esta produce, sino por los

costos de prevencién y control (INPPAZ, 1996).

Por otro lado, algunas serovariedades de Salmonella enterica no causan cuadro clinico
en los animales, pero estos se encuentran en estado portador, pudiendo asi infectar a
los seres humanos provocando toxinfecciones alimentarias (Lax et al., 1995). Esto
conlleva a un problema de salud publica, produciéndose enfermedades por el consumo

de alimentos contaminados de origen aviar.

Los serotipos Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis son de importancia ya
que infectan humanos y animales. En humanos provoca serios cuadros de infeccién, a
diferencia de los pollos en los que provoca infecciones asintomaticas, siendo este factor
el que ayuda al incremento de infecciones en aves por Salmonella Enteritidis, ya que es

dificil detectar la infeccién en pollos asintomaticos. (Ward et. al 1987)

Las estrategias de control para las infecciones por Salmonella, asi como la bioseguridad
en toda la cadena alimentaria, las vacunas y el uso de antimicrobianos no han logrado

los resultados esperados (Borie et al. 2008).

La resistencia a antibiéticos es un problema actual, generandose mayor cantidad de
cepas multirresistentes. A diferencia de otros serotipos, Salmonella Typhimurium
presenta resistencia a multiples farmacos, siendo de importancia no solo en laindustria
avicola sino también en brotes de enfermedades alimentarias (Meslin, 1997). A todo
ello se suma la capacidad que tiene la bacteria de producir biopeliculas (De Olivera et.
al 2013), todo esto conlleva a utilizar una herramienta como alternativa complementaria

alos métodos de controly prevencion de Salmonella enterica, que son los bacteriéfagos.



En el Perq, la investigacién sobre los bacteriéfagos es poca, a diferencia de otros paises,
quienes utilizan estos virus como herramienta de control ante diferentes tipos de
infecciones bacterianas. Por ello es necesario investigar sobre estos virus, para asi
reconocer qué bacteriéfagos podrian ser Utiles, aplicables y saber en qué condiciones

son eficaces.

Una suspension de bacteriofagos liticos caracterizados y especificos de Salmonella
enterica, podria ser utilizadas mas adelante como estrategia de eliminacién o reduccién
de esta bacteria, jugando un papel muy importante en el tratamiento de infecciones
bacterianas. El uso de estos bacteriéfagos representa una alternativa favorable ya que
no es nocivo, por ende, no representa ningun peligro para la salud humana ni de los

animales.

Ademas, que puede ser utilizado de diferentes formas, como reductor bacteriano, puede
ser empleado como un indicador de la presencia de bacterias patdgenas, entre ellas
Salmonella spp. Detectar esta bacteria mediante el uso de bacteriéfagos podria ser una
técnica rapida a diferencia de las técnicas convencionales que requieren mucho mas

tiempo para lograr dicho objetivo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Salmonella

211 Generalidades
Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos de
0,7 —-1,5x 2,0 — 5 um, anaerobios facultativos, no esporulados, en su mayoria méviles
por flagelos peritricos, se caracterizan por ser oxidasa y lactosa negativas. Se
desarrollan en un amplio rango de temperaturas que oscilan entre 7° C y 48°C, siendo
su temperatura 6ptima 37°C. Entre las caracteristicas mas importantes que definen de
forma general a esta familia es el metabolismo glucidico, descarboxilacion de la lisina,
no fermenta sacarosa, ausencia de ureasa, utilizacién del citrato como Unica fuente de

carbono, produccién de hidrogeno sulfurado (Herrera, 2005).

Fig. 1 Microscopia electrénica de Salmonella Typhi

Fuente:http://pendientedemigracion.ucm.es/info/diciex/proyectos/agu
a/imagenes/imagenes_web/contamin acion_riosylagos_1.JPG



Salmonella, es una bacteria zoondética y una de las causantes de Enfermedades de
Transmision Alimentaria (ETA), a nivel mundial tanto en paises desarrollados o en vias
de desarrollo. La incidencia de Salmonella a nivel internacional se estima entre 14y 120
casos por 100 000 personas (FAO/OMS 2005). Esta presente de manera asintomatica
en el tracto intestinal de varios animales que actian como reservorio, siendo fuente de
infeccidn para el hombre. Su principal reservorio son los huevos y las aves de corral que
constituyen una amenaza durante toda la cadena alimentaria, ya que la ingesta de carne
0 visceras mal cocidas, contaminacion cruzada con utensilios, mesas, manos de
quienes manejan el producto y preparan alimentos y ademas de una dosis de infeccion
baja (menos de 10° microorganismos) facilitan la transmisién de Salmonella (Camacho

etal., 2010).

2.1.2 Taxonomia y nomenclatura de Salmonella

El Cdodigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana (ICNB) es el sistema de
nomenclatura de bacterias, que designa el nombre cientifico a cada una de ellas, basada
en normas aprobadas internacionalmente, que designan nominar a estos
microorganismos mediante dos vocablos: el primero define al género y el segundo a la

especie (Delgado, 2015).

En la familia Enterobacteriaceae, Salmonella es una de las bacterias que ha tenido
variaciones en la nomenclatura propuesta por Kauffmann en el afo 1996 (Barreto,
2012).

El nombre de Salmonella, se debe a su descubridor David EImer Salmon, quien en 1884
lleg6 al descubrimiento de esta. Inicialmente el género incluia mas de dos mil especies

y se designaron nombres segun el lugar de origen donde por primera vez fue aislada.



Anos mas tarde las investigaciones determinaron que se trataban de serotipos y
concluyeron que solo habia dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori
(Delgado, 2015).

Shelobolina et al. (2004), aislaron una cepa ambiental poco usual, representando una
nueva especie denominada Salmonella subterranea sp. nov., la cual fue aceptada poco
después por el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC).

Dentro de la clasificacién de Salmonella enterica, esta se divide en seis subespecies
que se distinguen por sus caracteristicas bioquimicas. Estas subespecies estan
ordenadas mediante numeros romanos: | enterica; Il salamae; Illa arizonae; llib

diarizonae; IV houtenae y VI indica. (Delgado, 2015).

Salmonella enterica subespecie enterica se divide en cinco serogrupos, los cuales

comprenden multiples serovares de importancia médica (Barreto, 2012).

De acuerdo a las variaciones taxondmicas, también se realizaron cambios en la
nomenclatura donde solo se conservan los nombres de los serovares de la subespecie
enterica, las cuales no deben escribirse en cursiva con el fin de enfatizar que dicho
nombre no corresponde a una especie y ademas su letra inicial serd con letra
mayuscula. Como ejemplo siguiendo las normas actuales, la denominacion correcta
Salmonella Typhi, de forma abreviada; y Salmonella enterica, subespecie enterica
serovariedad Typhi, siendo esta la nomenclatura completa para referirse al mismo

agente patégeno (Delgado, 2015).



Tabla 1. Especies, subespecies y numero de serovares
del género Salmonella.

Especies de Salmonella Subespecies de Salmonelia N* de serovariedades
enferica (1) 1.454
salamae (II) 489
arizonae (I1la) 94
Salmonella enterica
diarizonae (ITIb) 324
houtenae (IV) 70
indica (VT) 12
Salmonella bongori (V) - 20
Saimonella subterranea - 1
TOTAL 2.464

(Fuente: Soria, 2012)

21.3 Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antibiéticos es un problema cada vez mayor tanto en la salud de las
personas como en los animales, debido al uso indiscriminado de antibidticos tanto en
medicina humana como en medicina veterinaria, siendo esta ultima la que los emplea
no solo con fines terapéuticos y profilacticos, sino también como promotores de
crecimiento en produccién animal provocando el desarrollo de cepas resistentes y

multiresistentes a los antibiéticos (WHO, 2000).

El uso de antibiéticos como promotores de crecimiento en la produccion animal, es una
practica conocida desde la década de 1950, en el que se descubri6é que pequefas dosis
de tetraciclina mejoraban el desarrollo de los animales, desestimandose el efecto de
resistencia que estos podian producir al emplear antibi6ticos destinados al tratamiento
de infecciones humanas como cloramfenicol, penicilina y tetraciclina con fines de

engorde animal. Y no es hasta fines de los afios 70 en que surgen los primeros reportes



de incremento de resistencia de Salmonella al cloramfenicol relacionados con esta
practica, mas adelante multiples trabajos destacan la resistencia bacteriana en salud

humana, vinculada con aislamientos de procedencia animal (Pefa et al., 2011).

En los dltimos anos diferentes estudios han reportado el aumento de resistencia
antimicrobiana en cepas de Salmonella spp. aisladas de alimentos de origen animal.
Una revision de articulos hecha en ciertos paises de América Latina, revela la
resistencia de esta bacteria a multiples antibiéticos, incluyendo los de uso clinico. Las
cepas de Salmonella presentaron resistencia frecuente al acido nalidixico (19 de 21
estudios); ampicilina (15 de 24 estudios); tetraciclina (20 de 22 estudios); y cloramfenicol
(15 de 22 estudios). En cuanto a antibiéticos de uso clinico las cepas de Salmonella
spp. mostraron resistencia a ciprofloxacina (8 de 20 estudios), cefotaxima (1 de 7
estudios) y a ceftriaxona (4 de 8 estudios). Estos resultados reflejan una problematica
que podria estar asociada al fracaso terapéutico en humanos, produciendo costos
economicos, sociales y emocionales. Todo esto indica la necesidad de establecer

estrategias orientadas a disminuir la resistencia bacteriana (Quesada et al., 2016).



2.2 Bacteriofagos

2.21 Generalidades

Los bacteri6fagos o fagos son virus que infectan bacterias de forma especifica, estan
formados por proteinas y su material genético, se compone de DNA o RNA, pudiendo
ser este de doble cadena o cadena simple. Su estructura esta determinada por sus
proteinas de envoltura, cuya funcion principal es de la proteger el material genético. La
complejidad estructural y la forma del bacteriéfago estdn en funcién al acomodo o
arreglo de las proteinas alrededor del material genético del virus, de tal modo que

existen fagos icosaedros, helicoidales o filamentosos. (Segundo et al., 2010).

Capsida (Cabeza)

Cuello

Cola

Fibras

Placa Basal Proteicas

Puntos de
Anclaje

Figura 2. Bacteriéfago T4 con simetria icosaédrica

(Fuente: http://b.se-todo.com/biolog/13564/index.html)

Los bacteri6fagos fueron descubiertos muchos anos atras. En 1896, el bacteriélogo
britanico Ernest Hankin detecto la accion bactericida de agua de dos rios de la India,
sobre Vibrio cholerae, sugiriendo que al ingerirse esta agua la enfermedad del célera no
podria expandirse (Fernandez et al., 2004). Dos afos después el bacteriélogo ruso

Nikolay Gamaleya observé un efecto similar en Bacillus subtilis.



En 1915 el bacteridlogo britanico, Frederick Twort, dedujo que el agente antimicrobiano
eran virus. Al no poder concluir estos estudios, en 1917 el francocanadiense Félix
d’Herelle, del instituto Pasteur de Paris, les puso el nombre de “Bacteriéfagos”,
considerandose el descubrimiento de estos por primera vez (Gémez et al., 2009). En
1930 Salvador Luria y Max Delbriick utilizaron los bacteriéfagos como modelo para
investigar muchos aspectos de la virologia como la estructura y su morfogénesis de los

viriones (Herrero, 2013).

Los bacteriéfagos han sido importantes en la exploracién de diferentes procesos
genéticos y la problematica de resistencia a antibidticos, debido a su potencial como
controladores de bacterias patégenas (Gémez et al., 2009), y ademas son los virus mas
estudiados y los que mas han contribuido al desarrollo de la Biologia Molecular (Vispo

y Puchades, 2001).

2.2.2 Taxonomia

Desde el descubrimiento de los bacteriéfagos, su clasificacién ha sido tema de discusién
ya que tiempo atrds el sistema de clasificacion de estos estuvo basado en

esencialmente en el rango de huésped (Ackermann, 2009).

En 1966 se establecié el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), en
el que se desarroll6 un sistema taxondmico universal para los virus. Los viriones son de
cola, poliédricos, filamentosos y pleomorficos y la mayoria contiene dsDNA, los demas
gue contienen ssDNA, ssRNA, o dsRNA se encuentran en pequenos grupos. No existen

criterios universales de clasificacién para los géneros y las especies (Ackermann, 2005).



Los bacteriéfagos que conforman el 96% del total de virus bacterianos reportados,
pertenecen al orden Caudovirales, que se encuentran dentro del grupo de dsDNA y los
que a su vez se dividen en 3 familias: Myoviridae (24%), Siphoviridae (62%) Yy
Podoviridae (14%). La divisidn de este orden segun el ICTV, esta basada Unicamente
en la morfologia de la cola, ya que los miembros de la familia Myoviridae tienen colas
largas y contréctiles, Siphoviridae tienen colas largas no contractiles y Podoviridae

tienen colas cortas (ICTV, 2011).

Las demas familias de virus bacterianos no tienen todavia un orden asignado, y en la
mayoria de estas su material genomico es dsDNA, como por ejemplo la familia
Corticoviridae, los cuales presentan membranas icosaédricas, con genoma circular de
10 kb y solo una especie ha sido reconocida Pseudoalteromonas virus de PMZ2
(Oksanen e ICTV, 2017). Otros ejemplos son las familias Tectiviridae, Plasmaviridae,
Fuselloviridae, Guttaviridae. Dentro de las familias con ssDNA se encuentran
Microviridae e Inoviridae. Y por dltimo las familias cuyo genoma es RNA son

Cystoviridae y Leviviridae (ICTV, 2011).
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Fig 3. Morfologia basica de las familias de bacteriéfagos

(Fuente: Ackermann, 2009)

223 Ciclo replicativo de los bacteriofagos

Los bacteriéfagos al igual que los demas virus tienen la capacidad de replicarse con la
ayuda de la célula huésped a la que infectan. La primera etapa del proceso de infeccion
es la adhesion del fago a la bacteria, luego de reconocimiento de receptores especificos
en la superficie del huésped, para luego tener 2 posibles ciclos replicativos: ciclo litico o

ciclo lisogénico (Meza, 2016).
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2.2.3.1 Ciclo litico
2.2.3.1.1 Adsorcion

La adsorcion es el primer paso del ciclo de infeccion del bacteriéfago a la célula huésped
y esta mediada por estructuras o receptores especificos. La naturaleza de éstos pueden
ser proteinas y lipopolisacaridos de la pared celular, acidos teicoicos, flagelos y pili los
cuales pueden servir como receptores. La velocidad y eficiencia de adsorcién son
aspectos importantes que varian en la interaccion entre el bacteriéfago y huésped, de
factores externos y del estado fisiolégico del hospedero (Prada et al., 2015).

La infeccién de la célula empieza cuando las fibras de fago se unen a las moléculas de
la superficie bacteriana. En bacterias Gram negativas, cualquiera de las estructuras
mencionadas anteriormente, pueden ser receptores para algunos fagos, a diferencia de
las bacterias Gram positivas, debido a que la mureina es mas compleja teniendo lugares

de unién muy diferentes (Guttman et al., 2005). (Ver Fig. 4)

2.23.1.2 Penetracion

Después de la adhesion del bacteriéfago a la célula huésped, el material genético del
fago ingresa a ella. La punta de la cola penetra la capa del peptidoglucano y la
membrana interna para poder liberar el genoma del fago (Guttman et al., 2005).

El genoma viral mide aproximadamente 10 um y el tiempo de transferencia del DNA o

RNA virico podria ser desde segundos a minutos (Inamdar et al., 2006) (Ver Fig. 4).
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2.23.1.3 Replicacion

Después que el material genético ingresa a la célula hospedera, el DNA se recirculariza
evitando la degradacion de exonucleasas de la bacteria, iniciandose su proceso de
multiplicacion. El inicio de la replicacion se da en la region ori que contiene zonas ricas
de adenina y timina, permitiendo asi la separacion de hebras de DNA vy sitios de union
para las proteinas que inician la replicacion.

El proceso de replicacion de los bacteriéfagos tiene un orden, ya que primero se
expresan los genes tempranos, los cuales sintetizan copias del material genético,
posteriormente los genes medios o cuasi tardios, quienes codifican las proteinas
estructurales, y finalmente se expresan los genes tardios, quienes se encargan de
sintetizar las lisinas que rompen la pared celular, liberando asi la progenie viral. El
proceso de replicacién no se detiene, es decir, mientras se sintetizan las lisinas que
provocan la ruptura de la pared celular, a la vez se estan produciendo proteinas
estructurales y se esta ensamblando el fago, por lo que al momento en que la célula se
lisa, se pueden encontrar virus completos e infectivos, fragmento de material genético,

capsides y demas proteinas estructurales vacias y no infectivas (Segundo et al., 2010).

22314 Morfogénesis
2.2.3.1.41 Morfogénesis de la cabeza:

La formacién de la cabeza o capside es un procedimiento complejo, esta formada por
proteinas y en su interior se encuentra empaquetado el DNA antes de ser unida a las
estructuras de la cola, formando asi particulas infecciosas. El ensamblaje de la cabeza

empieza con la formacion de un complejo iniciador de proteinas, este complejo forma
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uno de los doce vértices de la cabeza icosaédrica siendo el punto de inicio para el
ensamblaje de la cabeza y sirve como punto de unién para el complejo de enzimas que
empaquetan el DNA, para el conducto a través del cual el DNA entra y sale de la cabeza

y para el sitio de unién para la cola del fago (Kutter et al., 2005).

2.2.3.1.4.2 Embalaje de DNA:

El empaquetamiento del DNA comienza a partir de un concatémero largo y lineal y
termina cuando se reconocen secuencias especificas. Cuando el DNA se esta
empaquetando dentro de la capside, esta se expande para dar cabida a toda la longitud

del material genético (Kutter et al., 2005).

2.23.1.43 Morfogénesis de la cola:

Las colas de los fagos de la familia Siphoviridae, son tubos largos y flexibles hechos de
muchas copias de una proteina iniciadora importante, a las cuales se les une una o mas
fibras. La cola es estabilizada por una proteina terminadora que luego se une a la

cabeza completa.

En la familia Myoviridae, los componentes de la cola contractil se unen de forma
ordenada. Su placa base se forma por la unién de 6 espigas, cada una tiene 7 tipos de
proteinas que se ensamblan ordenadamente, obteniendo la forma de una cupula (Kutter

et al.,, 2005).
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2.2.3.1.4.4 Lisis y liberacion

La liberacién de la progenie viral mediante la lisis es la ultima etapa del ciclo litico, donde
en la mayoria de fagos emplean dos proteinas para la lisis: holina y endolisina, la primera
forma poros en la membrana interna, permitiendo asi que la endolisina alcance la capa
de peptidoglucano, cortando sus enlaces, produciéndose la lisis bacteriana. Los fagos

liberados reinfectan nuevas células bacterianas (Guttman et al., 2005). (Ver Fig. 4)
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Fig. 4 Ciclo litico del bacteriéfago. Se observa la adhesion a
la superficie del huésped, la penetracion del material
genético, la replicacién y la liberacion de la progenie viral.

Fuente: Keer Benjamin, 2008
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2.2.3.2 Ciclo lisogénico

El ciclo lisogénico a diferencia del ciclo litico, no destruye a la célula hospedera, después
de la adsorcion del bacteriéfago y penetracion del material genético, este es integrado
al cromosoma del huésped, replicandose como parte del genoma bacteriano pudiendo
permanecer en estado de latencia o estado de profago, por periodos indeterminados
pudiendo inducirse el ciclo litico debido a factores ambientales (Jorquera et al., 2015).
Los fagos que son capaces de realizar este ciclo son llamados temperados y las
bacterias infectadas por estos fagos continlan reproduciéndose por varias
generaciones, llevando consigo la informacién genética del fago, creando resistencia a
ser reinfectada por el mismo fago e inclusive a otros fagos similares al original. (Meza,

2016).
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Fig. 5 Ciclo Lisogénico del bacteriéfago

Fuente: http://images.slideplayer.es/6/1633857/slides/slide_42.jpg



224 Rango de hospederos

El ciclo de vida de los fagos, implica la cooperacién del metabolismo celular hacia la
produccion de nuevas particulas viricas, ademas de la liberacion de la progenie viral y
la adquisicion a nuevas células. Por lo tanto, el ciclo de vida de un virus solo tiene éxito
en la medida en que esos tres pasos se completen productivamente. Muchos factores
pueden afectar en el curso del ciclo de vida viral de tal manera que nunca se logra la
infeccion productiva, por lo tanto, el concepto de rango de hospederos consiste
Unicamente en aquellas bacterias que un fago puede infectar productivamente (Hyman

y Abedon 2010).

Los géneros, especies y cepas que un fago puede lisar, es una de las caracteristicas de
un virus bacteriano particular (Kutter, 2009). Sin embargo, esta no es una caracteristica
invariante de un fago, ya que el rango de hospederos puede alterarse como resultado
de la mutacién del bacteriéfago o por algun cambio en la superficie bacteriana que
puede bloquear la adsorcién de un fago capaz de multiplicarse en dicho huésped. Estos

cambios a menudo se asocian con cambios antigénicos (Adams, 1959).

2.2.41 Especificidad en la adsorcion:

Un bacteriéfago especifico es capaz de infectar un rango de huéspedes estrechos de
una especie o cepa microbiana concreta. Tal especificidad en la interaccion del fago con
la célula bacteriana esta determinada por la especificidad de la adsorcion, que a suvez
depende de la naturaleza y las peculiaridades estructurales de los receptores en la
superficie bacteriana. Ademas, se atribuye un papel vital a la localizacion del receptor

en la superficie celular, su cantidad y densidad en la paredcelular.
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La naturaleza de los receptores en contacto con los bacteriéfagos, es diferente en los
diversos grupos taxonémicos y se definen en gran medida por la composicién de la

pared celular del huésped y las estructuras superficiales (Rakhuba et al., 2010).

225 Curva de crecimiento de bacteriéfagos liticos

El experimento de la curva de un paso fue originalmente desarrollado por Ellis y
Delbriick (1939), el cual permite conocer la interaccion fago - bacteria, ya que a través
de ella se determina el numero de viriones liberados por la bacteria infectada llamado
burst size, la duracién del tiempo de eclipse y del periodo de latencia (Prada et al., 2015).
Este experimento esta disefiado de tal manera que se permita dar un solo ciclo de
infeccion, y que ademas debe conocerse la proporcion entre fago y bacteria, ya que la
infeccion entre ambos debe hacerse a una multiplicidad de infeccién (MOI) baja por
ejemplo 0.1 y 0.01, ya que a mayor MOI la probabilidad de que las células infectadas
por mas de un fago se incrementan (Middelboe et al., 2010).

El periodo eclipse, el periodo latente y el nimero de viriones liberados son parametros
esenciales en la caracterizacion de los bacteri6fagos, y estos varian de acuerdo a las
diferentes condiciones de crecimiento de la bacteria huésped, y entre los diferentes
fagos (Middelboe et al., 2010).

El periodo eclipse es el tiempo que dura desde la infeccion hasta la formacién de las
primeras particulas infecciosas dentro de las bacterias infectadas y para hallar este
tiempo se utiliza cloroformo de tal forma que se induzca la lisis bacteriana y se libere los
fagos que estén dentro de ella. Esta etapa se caracteriza por tener una activa sintesis
de los acidos nucleicos y las proteinas codificadas por genes tempranos del fago son

imprescindibles (Hernandez y Castellanos, 2014).
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El periodo de latencia es el tiempo desde que ocurre la infeccion hasta la liberacion de
la progenie de la célula huésped. Ambos periodos deben ser analizados de forma
separada, evitando la reinfeccion de la nueva progenie viral. El burst size se halla

mediante la relacién entre el nimero de placas de lisis obtenidas antes y después de la

lisis (Meza, 2016).
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Tiempo después de la infeccion

Fig. 6 Curva de un paso del bacteriofago

(Fuente: Modificado de Kutter, 2005)
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2.2.6 Uso de los bacteriéfagos

Los bacteri6fagos son entidades biol6gicas de amplia distribucion en la naturaleza y por
ser parasitos intracelulares se encuentran en todos los ambientes donde las bacterias
proliferan, ellos pueden ser de origenes diversos como por ejemplo en suelos y aguas
de diferentes tipos. Alguna de las aplicaciones de los bacteriéfagos es como herramienta
para el tratamiento de infecciones bacterianas multirresistentes a los antibi6ticos

(Hernandez y Castellanos, 2014).

Estudios realizados detallan el uso de bacteriéfagos en el tratamiento de infecciones
provocados por distintas bacterias como: Salmonella enterica, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. y Streptococcus spp.,
en los cuales describen las vias de administracion y farmacocinética de los fagos. Entre
uno de los ejemplos mas destacados de la fagoterapia es el uso de bacteriéfagos
especificos como control biolégico de E. coliO157:H7 productora de colitis hemorragica.
También se ha empleado los fagos para erradicar P. aeruginosa en pacientes con
fibrosis quistica, asi como también para tratar las infecciones por Enterococcus faecium

resistente a vancomicina (Lopardo, 2017).

La industria alimentaria en la necesidad de controlar y eliminar patégenos en la
fabricacion de alimentos, ha empleado bacteriéfagos contra Listeria monocytogenes, el
cual fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para ser utilizado como
aditivo alimentario en productos carnicos y aves de corral listos para consumo (Hagens

etal., 2010).
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En el campo de la acuicultura también son empleados los bacteriéfagos, ya que los
peces y mariscos no solo sufren constantemente la amenaza de infecciones
bacterianas, las cuales representan fuertes pérdidas econdémicas, sino también el
frecuente uso de antimicrobianos como medida de prevencion. Investigadores
japoneses han propuesto métodos que permiten evaluar los bacteri6fagos como
agentes terapéuticos en la acuicultura (Ronda, 2003). Actualmente en nuestro pais,
Fernandez et al., (2017), aislaron el bacteriéfago Vai, altamente litico contra Vibrio
alginolyticus, siendo este fago una alternativa para el tratamiento de enfermedades en

este campo.

En la agricultura los bacteriéfagos se emplean frente a la problematica de resistencia
antimicrobiana, siendo el control de fitopatégenos, ya que los fagos se caracterizan por
la alta especificidad a su huésped, presentando baja toxicidad tanto para los seres

humanos como para el medio ambiente (Hernandez, 2014).
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3. HIPOTESIS

En intestinos de pollo existen bacteriéfagos de amplio espectro para los serovares
Typhimurium, Enteritidis, Bispebjerg pertenecientes a Salmonella enterica con

potencial litico y estable a diferentes condiciones quimicas.

4. OBJETIVOS

- Objetivo General

o Caracterizar las propiedades bioldgicas y quimicas de un bacteriéfago

especifico de Salmonella enterica aislados de muestras de pollos.

- Obijetivos Especificos

o Aislar Salmonella enterica a partir de muestras de intestinos de pollos.

o Aislar bacteriofagos liticos de Salmonella enterica a partir de muestras
de intestinos de pollos.

o Determinar la especificidad del bacteriéfago mediante la evaluacion del
rango de hospederos.

o Establecer los parametros biol6gicos del bacteriéfago, como tiempo de
adhesion, multiplicidad de infeccidn, ciclo de infeccién.

o Establecer la sensibilidad del bacteriéfago ante amplios rangos de
temperatura, pH y exposicion al cloroformo.

o Clasificar taxondmicamente el bacteri6fago aislado, mediante la

morfologia obtenida con microscopia electrénica de transmision.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Obtencién de muestras

5.1.1 Coleccion de la muestra

Las muestras se obtuvieron a partir de intestino grueso de pollos de engorde recién
sacrificados del mercado de Caquetd — Rimac. Estas fueron guardadas en bolsas
herméticas de primer uso y transportadas en recipientes con bolsas de hielo para una

mejor conservacion y fueron procesadas 3 horas después.

5.1.2 Procesamiento de la muestra

Antes de procesar la muestra, los intestinos se abrieron con la ayuda de un bisturi para
garantizar que el contenido se pueda homogenizar de manera correcta. Se adicion6
solucion salina estéril y se homogenizo6 con la ayuda de un stomacher durante 1 minuto.
Luego esta fue filtrada con gasa y papel filtro para retener los restos solidos. El liquido
restante fue centrifugado a 14 000 rpm por 10 minutos y luego fue filtrado a través de
membranas de nitrocelulosa con porosidad de 0.45 um. Este filtrado fue guardado a

4°C.

5.1.3 Cepas bacterianas, aislamiento y condiciones de cultivo

5.1.3.1 Reactivacion de Sa/monella Typhimurium ATCC 14028

La cepa ATCC fue resuspendida en caldo tripticasa soya (TSB) e incubada a 37°C

durante la noche.
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5.1.3.2 Aislamiento de Salmonella enterica

La bacteria hospedera fue aislada a partir de las muestras obtenidas, mediante el
método ICMSF 2000. Se tomé aproximadamente 25 gramos de la muestra y se mezclo
con 225 mL de agua peptonada tamponada para un pre enriquecimiento, luego fue
homogenizada e incubada a 35°C por 24 horas. Para el enriquecimiento selectivo, se
tomaron 2 alicuotas de 1mL y se transfirieron a tubos con 10 mL de caldo selenito y
caldo tetrationato, luego se incub6 a 43 °C por 24 horas. Después del tiempo
transcurrido, cada tubo se sembré por la técnica de agotamiento en agar xilosa lisina

desoxicolato (XLD).

Para la identificacion bioquimica, las colonias sospechosas fueron sembradas por
puncion y estria en agar triple azdcar hierro (TSI), y en agar lisina hierro (LIA). Estas

fueron incubadas a 37°C por 24 horas.

Para confirmar las cepas aisladas se utilizd el Sistema de ldentificacion APl 20 E
(Biomeériux 2010), en el cual se suspendi6 la cepa presuntiva en fase logaritmica a un
tubo con solucion salina estéril hasta llegar a una escala de McFarland de 1, luego se

procedio a inocular los 20 microtubos, se dejé incubar a 37°C por 24 horas.

5.1.3.3 Curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium ATCC 14028

Se realiz6 la curva de crecimiento bacteriano mediante el método de conteo en placa
(UFC/mL). De un cultivo de Salmonella incubado toda la noche, se tomaron 10 pL para
ser inoculado en un matraz que contenia 100 mL de TSB. Se consider6 este momento
como el tiempo cero (To) y se tom6 una muestra de 4 mL. Se emplearon diluciones
seriadas y estas fueron sembradas por incorporacion en agar tripticasa soya (TSA),

luego se incubd a 37°C por 24 horas.

24



El matraz se incubd a 37°C en agitacién por 9 horas y se tomaron muestras por cada

hora repitiéndose el mismo procedimiento. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Después del tiempo de incubacion se efectué el conteo en placa, tomandose las
diluciones que estén dentro del rango de 30 a 300 colonias, determinandose asi el
numero de unidades formadoras de placa por mililitro (UFC/mL) por cada tiempo.
Asimismo, se grafico el log10 UFC/mL, determinandose asi la duracion de cada fase de

la curva de crecimiento.

5.1.4 Aislamiento, purificacion y amplificacion de bacteriéfagos

5.1.4.1 Técnica del goteo (Adams, 1959)

Se sembro6 la cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028, con la ayuda de un hisopo
estéril, el cual fue sumergido en un caldo tripticasa soya, con dicha bacteria en fase
logaritmica. Luego se sembr6 por toda la superficie del agar, al centro de la placa se
colocd una gota del filtrado obtenido. Se dej6 secar por unos 15 minutos y se incubé a
37°C por 24 horas. A la vez se realiz6 un control negativo en otra placa a la cual

Unicamente se sembro la cepa.

La muestra fue positiva cuando se observé una zona de aclaramiento, lo cual indicé la

presencia de bacteriéfagos que han lisado la cepa huésped.
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5.1.4.2 Técnica de doble capa (Adams, 1959)

Para esta técnica se realizaron diluciones seriadas 1:10 de la muestra filtrada, luego 1
mL de cada dilucion fueron pasadas a tubos estériles, para luego ser mezcladas con
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, manteniendo la proporcién de 1:1. Se dejo6
incubar a 37°C por 15 minutos. Luego del tiempo transcurrido, a estos tubos se le echo
5 mL aproximadamente de agar tripticasa soya al 70%, se homogeniz6 con la ayuda de
un vértex y se vertié una placa Petri la cual tenia previamente una capa delgada de TSA

al 100%. Se dejo secar por unos 15 minutos y se incubé a 37°C por 24 horas.

5.1.4.3 Purificacion de bacteriéfagos

Después del realizar la técnica de doble capa descrita anteriormente, se examinaron las
placas para observar la presencia de calvas de lisis aisladas. Siguiendo la metodologia
empleada por Akhtar et al., (2014), se escogi6é una placa de lisis que sea Unica dentro
de la placa Petri, se cort6 con la ayuda de un asa de siembre estéril y se colocd en un
tubo microcentrifuga que contenia solucién salina estéril. Luego de ser homogenizado
este tubo, se procedi6 a centrifugar y el sobrenadante se filtr6 utilizando filtros de jeringa
de 0.22 um de porosidad, y con este nuevo filtrado se volvié a repetir la técnica de la
bicapa buscando obtener otra placa aislada y de esta forma se repitié este proceso 3

veces para asegurar asi la purificacién del bacteriéfago. Conservar el filtrado a 4°C.
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5.1.4.4 Amplificacion de bacteriofagos

Una vez obtenido el bacteriéfago puro, se propag6 siguiendo la metodologia empleada
por Fortier y Moineau (2009) con ciertas modificaciones. En 10 mL de TSB, se anadio 1
mL de la muestra filtrada y 1 mL de la cepa huésped en fase logaritmica, se dej6 incubar
a 37°C por 24 horas. Después de este tiempo se debe observar un aclaramiento en el
caldo debido a la actividad litica de los bacteriéfagos, por ello se sembr6é 1 mL de cepa
en 10 mL de TSB, siendo este un control de crecimiento bacteriano que servira para
establecer una comparacion. Luego de hacer la lectura, se centrifugé a 5 000 rpm por

10 minutos a 4°C, se filtr6 y se almacené a 4°C.

5.1.4.5 Titulacion de bacteriéfagos

Después del tiempo de incubacion de la técnica de doble capa, se cuentan las placas
de lisis que se encuentren dentro de un rango de 30 — 300 placas de lisis, determinando

el titulo mediante el siguiente célculo:

UFP 1 1

— . = =7 X
L= n? de placas de lisisx  dilucion  in4culo
m

UFP: Unidades formadoras de placas
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5.1.4.6 Caracterizacion de bacteriéfagos

5.1.4.6.1 Rango de hospederos

Se determind la gama de bacterias susceptibles al bacteriéfago, utilizando la técnica del
goteo descrita anteriormente (Seccién 5.1.4.1). Se emplearon 25 cepas diferentes entre
ATCC (American Type Culture Collection) y cepas de Salmonella aisladas de diferentes
origenes. Una vez sembrada cada bacteria por la técnica de diseminacién, se agreg6

10 pL del stock de fagos, con un titulo de 10'° UFP/mL.

La lectura después del tiempo de incubacion se analizé6 mediante la presencia de zonas
de aclaramiento en la superficie del agar donde se colocaron las gotas del filtrado,
indicando una lisis positiva, y una “lisis negativa” donde el césped bacteriano mantiene
su concentracion. El ensayo se realizd por duplicado y también se establecié

comparacion con un control negativo para esta prueba.

5.1.4.6.2 Estabilidad a diferentes temperaturas

El ensayo se realiz6 segun el método empleado por Haq et al., (2011). Se depositd
1 000 uL del bacteriéfago en tubos de microcentrifuga por triplicado y se incubé en bafo
maria a la temperatura deseada (40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C) y se refriger6 para
someterlos a las temperaturas de -80°C y -20°C. El experimento se realizé por triplicado.

El titulo de fago se determind mediante la técnica de doble capa.
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5.1.4.6.3 Estabilidad a diferentes pH

Para determinar la estabilidad a diferentes pH se siguié el método empleado por Dini
modificado (2011). Se adiciond 100 pL del bacteriéfago en 900 uL de solucién salina
(0.85% p/v) ajustada al pH deseado (pH 3, 4, 5, 6, 7,8, 9, 10,11 y 12) con HCL 1.5M y
NaOH 1M. Se utilizé como control 100 pL del bacteriéfago en 900 pL de solucién salina
a pH 7. Estas mezclas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Después del tiempo de
incubacién, se reajust6 a pH 7. El titulo de fago fue determinado mediante la técnica de

doble capa en agar tripticasa soya. La prueba se realiz6 por triplicado.
5.1.4.6.4 Sensibilidad al cloroformo

Se mezcl6 500 pL del bacteriéfago (108 UPF/mL) con 500 pL de cloroformo puro, se
incubd a temperatura ambiente en constante agitacion por 1 hora. Luego se centrifugé
esta mezcla para separar el cloroformo de la solucion salina, extrayendo esta ultima y
colocandola en otro tubo estéril. A partir de este tubo se hallé el titulo viral, mediante la
técnica de bicapa. Para la muestra control se mezclé 500 uL del bacteriéfago en 500 pL
de solucion salina estéril (0.85% p/v). Este ensayo se realizé por triplicado, segun la

metodologia empleada por KESIK (2013).
5.1.4.6.5 Multiplicidad de infeccién

Para hallar la multiplicidad de infeccién 6ptima (MOI) se sigui6 la metodologia empleada
por Li y ZHANG (2014), entendiéndose por MOI al numero de fagos (UFP/mL) dividido
entre el niumero de bacterias huéspedes (UFC/mL). Se evalu6 tres proporciones
diferentes: 1, 0.1 y 0.01. Se incubdé a 37°C por 3.5 horas. Después del tiempo de
incubacién se centrifug6é a 8000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue filtrado y se
determind el titulo de cada uno, mediante la técnica de doble capa. El ensayo se realizé

por triplicado.
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5.1.4.6.6 Determinacion de la tasa de adsorcion

Para el estudio del tiempo de adsorcion del fago, se empled el método seguido por
Rahaman et al., (2014), modificado como se describe: en un matraz de 50 mL de cultivo
se le adicion6 500 uL del bacteriéfago, de modo tal que la proporcidén entre ellos tenga
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.01. Se incub6 a 37°C en agitacién y se

tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo (0, 10, 20 30, 40, 50 y 60 minutos).

El estudio de la adsorcion del bacteriéfago se realizé por triplicado, mediante la medida
de los fagos libres, el cual fue determinado mediante la técnica de doble capa. La
evaluacion de la adsorcién sera mediante el porcentaje de fagos libres utilizando la

siguiente formula:
Porcentaje de bacteriéfagos libres = (N/Np) x 100
Donde: No es las UFP por mililitro de fagos en el T= 0 min
N es UFP por mililitro en el T= 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min

La tasa de adsorcion se hall6 mediante la formula empleada por Kropinski (2009):

Donde K: es la constante de adsorcién (ml/min)
B: es la concentracién de bacterias
Po: Titulo inicial de bacteriéfagos no adsorbidos
P: Titulo final de bacteri6fagos no adsorbidos
t: es el intervalo de tiempo entre Py P
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5.1.4.6.7 Curva de un paso del bacteriéfago

Este experimento se realiz6 siguiendo las estrategias sugeridas por Middelboe et al.
(2010), con algunas modificaciones. De un cultivo incubado toda la noche, se tomaron
100 pL a un tubo con caldo TSB incubandose a 37 ¢ C hasta llegar a escala de
McFarland de 0.5. Una vez que se obtuvo esta densidad, alicuotas de 1 mL de bacteria
y fago se mezclaron en un tubo microcentrifuga, tal que la multiplicidad de infeccidén sea
de 0.01. Se dej6 incubar a 37 °C por 20 minutos para que los fagos sean adsorbidos.
Luego del tiempo de incubacién, se procedié a descartar los fagos no adsorbidos (fagos
libres), para esto se centrifugd a 8000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante de descart6é
con la ayuda de una micropipeta, el pellet fue resuspendido con 1 mL de TSB. Este
procedimiento se repiti6 3 veces. Después del lavado el pellet, nuevamente fue
resuspendido con 1 mL de TSB y homogenizado con la ayuda de un vortex. De este
cultivo resuspendido, rotulado como tubo A, se transfiri6 100 pL a un matraz que
contenia 100 mL de caldo TSB estéril, este se homogenizé y se tomaron 2 muestras de
1 mL cada uno, en tubos microcentrifugas estériles, siendo estos el tiempo cero (T=0)
del experimento. Al primer tubo se le agregd 200 uL de cloroformo, se agitdé y
homogenizé en vortex por 1 minuto, luego se centrifugd a 8 000 rpm por 5 minutos para
separar la fase acuosa del cloroformo, esta se tom6 con una micropipeta y se traslado
a otro tubo microcentrifuga estéril. A partir de aqui se realizaron diluciones seriadas en
900 pL de solucién salina estéril para luego hallar el titulo mediante la técnica de bicapa.
Este procedimiento se elaboré para determinar el tiempo del periodo eclipse del virus.
El segundo tubo a diferencia del primero, después de ser homogenizado, se procedi6 a
diluir de la misma forma, luego se hizo la doble capa de agar, esto fue para determinar

el tiempo del periodo latente.
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Las muestras fueron tomadas al principio cada 5 minutos hasta el minuto 10, después
de este tiempo las muestras se tomaron cada 10 minutos por 50 minutos, repitiéndose

el mismo procedimiento para cada tubo.

El cultivo sobrante del tubo A, se centrifugo, filtrd, se diluy6é y se hall el titulo de la
misma forma. Este procedimiento se realiz6 para determinar la cantidad de fagos libres
que puedan quedar después del lavado, siendo posteriormente restados al tiempo cero

(T=0).

Ademas, esta prueba nos permitio hallar el tamafo de explosién o burst size, que es el

nuamero de particulas de fago liberadas por la bacteria infectada (Adams, 1959).

El burst size se hallé mediante la division del titulo fagico final entre el titulo inicial (T=0).

5.1.4.6.8 Microscopia Electronica de Transmision

Para la microscopia electronica de transmision (MET), del bacteriéfago se empled la
tincion negativa propuesta por Ackermann (2008). En una rejilla de cobre revestida por
Formvar, se coloc6 una alicuota de 10 pL y se dejo fijar. Luego la muestra fue tefida
con acetato de uranilo al 2% por 15 minutos. Se observé en microscopio electrénico de
transmisién JEOL JEM-1400 Plus, a un voltaje de aceleracion de 100 kv y la magnitud

del aumento es de 80 000 X, empleando una escala de 100 nm.

Mediante la morfologia del bacteriéfago se logré clasificar taxondmicamente, teniendo

como guia los reportes del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

Para una mejor exactitud de las medidas de la foto captada por el MET, se utiliz6 el

programa Image J.
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento de Salmonella enterica

Se aislaron 2 cepas de Salmonella de las muestras de intestinos de pollos. En la tabla
N°1 se muestra los resultados obtenidos los cuales corresponden a microorganismos

del género Salmonella.

Tabla 2. Resultados de la identificacion bioquimicas de las cepas aisladas

(SS1y SS2).
Resultado
Medio
XLD Colonias trasparentes con centros negros
TSI K/A + H2S
LIA K/K

K: alcalinidad; A: acidez
Cepa SS1 y SS2: Aislada de muestras de intestinos de pollos.
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Tabla 3. Cuadro de identificacion de la cepa SS1. Sistema
de identificacion API 20E

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API20EVA

Perfi 2704712

Nota CONFIRMAR POR PRUEBAS SEROLOGICAS

Taxon signifcaio %0 | T | Pruebasenconira
Salmonella spp 998 | 071 [LOC &2%[MEL 90%

Tabla 4. Cuadro de identificacion de la cepa SS2. Sistema
de identificacion API 20E

EXCELENTE IDENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria API20EV4A

Perfi 6704552

Nota CONFIRMAR POR PRUEBAS SEROLOGICAS

Taxdn significativo WD | T Pruebas en contra
Salmonella spp 894 | 1.0

Salmonella choleraesuis ssp arizonae 105 | 0.75 |ONPG 98%
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6.2 Curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium ATCC 14028

En la figura 7 se muestra los resultados de la curva de crecimiento, relacionando los
recuentos por conteo en placa (UFC/ml) y el tiempo, donde se puede observar que entre
las 2 y 4 horas se encuentra fase logaritmica y a partir de las 5 horas empieza la fase

estacionaria.

20

y=2.7x+7.2533

18 RZ=1

17
16

15

LN UFC/ml
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X .//
11

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Fig. 7 Curva de crecimiento bacteriano Ln UFC/mL vs tiempo.
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6.3 Aislamiento, purificacion y amplificacion de bacteriéfagos

El resultado de la técnica del goteo salié positivo, en la placa se observa una zona de
lisis completa en el césped bacteriano, a diferencia de la placa control en el que no se
inoculd el bacteri6fago (Fig.8b). Esta placa positiva fue lavada y filtrada, vy
posteriormente se procedié hacer la doble capa de agar, en la que podemos observar
placas de lisis (Fig. 9) y se diluy6é hasta obtener 1 sola placa de lisis en la placa Petri.
Después de repetir 3 veces el ensayo se replicé en caldo para obtener un mayor titulo
viral y asi poder efectuar la caracterizacion del bacteriéfago. El resultado luego del
tiempo de incubacion fue un aclaramiento en el caldo (Fig. 10) Luego de centrifugar y
filtrar este stock de fagos se guardé a 4°C. El fago aislado y purificado se codific6 como

Fago S6.

(&

a) Lisis completa b) Control

Fig. 8 Técnica del goteo. En la figura izquierda se observa un goteo
positivo (a) y a la derecha se observa con control de cepa sin colocar el
filtrado (b).
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Fig. 9 Placas de lisis obtenidas mediante la
técnica de doble capa.

Fig. 10 Amplificacion de bacteriofagos en
caldo TSB. En el tubo izquierdo (TSB +
fago) se aprecia el aclaramiento del caldo
debido a la presencia de fagos. A la derecha
es el tubo control (TSB sin fago), donde se
observa el crecimiento de la cepa sola.
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6.4 Caracterizacion de bacteriéfagos

6.4.1 Rango de hospederos

Uno de los ensayos mas importantes para la caracterizacion de bacteriéfagos es

precisar la especificidad de bacterias huéspedes para el bacteriéfago S6.

Se evaluaron 25 cepas ATCC, entre bacterias Gram negativas y Gram positivas,
observandose en 5 de ellas zonas de aclaramiento o zonas de lisis y las otras 20 fueron

negativas (Tabla 2).

Tabla 5. Rango de hospederos del fago S6 por método del goteo

Cepas Bacterianas HE
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 +
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Bispebjerg ATCC 9842 +
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 +
Salmonella spp. SS1 +
Salmonella spp. SS2 +

Alcaligenes faecalis subsp faecalis ATCC 35655 -
Bacillus cereus ATCC 14579 -
Citrobacter braakii ATCC 10625 -
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 -
Escherichia coli ATCC 25922 -
Listeria monocytogenes ATCC 19114 -
Listeria monocytogenes ATCC 19115 -
Proteus mirabilis ATCC 12453 -

Proteus vulgaris ATCC 6380 -
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Pseudomonas putida ATCC 31483
Shigella flexneri ATCC 12022
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Staphylococcus epidermis ATCC 12228
Streptococcus agalactiae ATCC 27956
Streptococcus iniae ATCC 43397
Streptococcus mutans ATCC 700610
Streptococcus mutans ATCC 25175
Vibrio parahaemoliticus ATCC 17802
Yersinia ruckeri ATCC 29473

Lisis: +
Lisis negativa: -
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6.4.2 Estabilidad a diferentes temperaturas

La estabilidad a diferentes temperaturas se puede observar en la figura 11, donde se
observa que el fago S6 es estable ante las temperaturas de -80° C, -20° C, 40 ° C, 50
2Cy60°C. Laincubacion a 70 ¢ C redujo cuatro érdenes logaritmicosya 80° C la

poblacion de fagos fue minima.

1.0E+09
1.0E+08 o ~—

1.0E+07
1.0E+06 \

1.0E+05 \

3
1.0E+04 A\

1.0E+03 \
1.0E+02 \
1.0E+01 \
1.0E+00 \.-

-80¢2 -202 402 50¢ 60¢2 70¢2 80¢2
Temperatura (°C)

UFP/mL

Fig. 11 Estabilidad del fago S6 a diferentes temperaturas. En la
grafica se observa que el fago pierde estabilidad a temperaturas
mayores a 60°C.

40



6.4.3 Estabilidad a diferentes pH

La incubacion del bacteriéfago a diferentes pH por 24 horas, nos muestra que el fago
S6 es estable a pH 6, 7 y 8, disminuyendo un orden de magnitud a partir de pH 9 hasta

pH 11, y disminuyendo 2 érdenes a pH 12.

A diferencia de los pH basicos, a pH 3, 4 y 5 reduce 7, 5, y 4 6rdenes logaritmicos

respectivamente, siendo el fago S-6 mas estable a pH béasicos que acidos.

1.00E+08
}f\ilf_‘ll\
1.00E+07 / “\'
—
1.00E+06 $
. / |
£ 1.00E+05
a.
: /
1.00E+04

1.00E+03

1.00E+02 '!/
1.00E+01 /
1.00E+00 '/

Fig. 12 Estabilidad del fago S-6 a diferentes pH.
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6.4.4 Sensibilidad al cloroformo

Después del tratamiento con cloroformo puro por el tiempo de una hora, el resultado del
ensayo demuestra que el fago S6 es sensible al cloroformo, ya que se observa una
reduccion en el titulo fagico de 1 orden logaritmico con respecto a la muestra control,
esto equivale a una reduccién de un 85%, quedando el 15% de bacteriéfagos viables

(Fig. 13).

100%
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%
0,
20% 15%

-
0%

control cloroformo

Fig. 13 Sensibilidad al cloroformo del fago S-6. En el gréafico se
observa que la reduccién del fago es al 15% después de la
exposicion al cloroformo.
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6.4.5 Determinacion de la multiplicidad de infeccion 6ptima

Los resultados de la multiplicidad de infeccidn se pueden observar en la figura 14, donde
se observa que, para una MOI de 1, 0.1 y 0.01 el titulo viral es 3 x 10° UFP/ml, 4 x 10°

UFP/mly 10'° UFP/ml respectivamente. Se determiné 0.01 como MOI 6ptima.

1.20E+10
1.00E+10
1.00E+10
8.00E+09
-
£
~ 6.00E+09
5
4.00E+09
4.00E+09 iy
2.00E+09 I .
0.00E+00
0.01 0.1 1
Mol

Fig.14 Multiplicidad de infeccion 6ptima del fago S-6
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6.4.6 Determinacion de la tasa de adsorcion

La evaluacion del ensayo de adsorcion del bacteriéfago, es un parametro importante en
la caracterizacién de bacteriéfagos, ya que es el primer paso del proceso de infeccién a
la bacteria huésped. Ademas, es fundamental para los estudios de ecologia de los fagos
para estimar el impacto del fago en las células hospedadoras (Kropinsky, 2009). La tasa
de adsorcién del bacteriéfago fue de 8.5 x 10 ml/min. En la figura 15 se observa el
porcentaje de fagos no adsorbidos o fagos libres a través del tiempo. Se observa que el
fago S6 al minuto 10 se reduce al 69% y al minuto 20 se reduce al 90% y va

descendiendo hasta llegar al 0,6% en el minuto 60.
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Fig. 15 Adsorcion del fago S6. Se observa que los fagos
libres disminuyen a un 90% al minuto 20 y van
descendiendo al pasar los minutos.
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6.4.7 Curva de un paso del bacteriéfago

Se realizé la curva de un paso del bacteriéfago S6, determinando el periodo de latencia,
eclipse y el tamano de explosion, ya que son caracteristicas importantes en el proceso
de infeccidn. El periodo de eclipse durd 5 minutos, el de latencia 10 minutos y el tamafo

de explosién fue de 131 particulas de fago por célula infectada (Fig. 16).
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Fig. 16 Curva de un paso del bacteriéfago S6 en Salmonella Typhimurium a
37°C. Los parametros de crecimiento se indican en la figura que muestra el periodo
latente (L) en 10 minutos, (E) el periodo eclipse (5 minutos) y el tamano de
explosion (B) de 131 UFP por célula infectada.
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6.4.8 Microscopia Electronica de Transmision

De acuerdo a la microscopia electronica de transmisién podemos observar que la
morfologia del fago S6 pertenece a la familia Siphoviridae, fagos de dsDNA. La
morfologia de la cabeza es icosaédrica y cuyo didmetro mide 63.4 nm. Tiene una cola
larga y flexible con un tamano de 130.2 x 9 nm, en el extremo terminal de la misma se
observan unas fibras. Las medidas fueron tomadas utilizando el programa Image J,

utilizando la escala determinada para cada foto.

Fig.17 Micrografia electronica del fago S-6. Tincion negativa, utilizando acetato
de uranilo al 2%. La imagen izquierda tiene una escala de 100 nm con magnitud
de aumento de 80 000X. En la derecha se observa a una escala de 200 nm con
magnitud de aumento de 50 000X.

(Micrografia electrénica: Instituto Carlos Chagas — Fiocruz, Parana, Brasil)
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

La proliferacion de Salmonella en diferentes fuentes, la infeccién tanto en animales
como en el hombre, la resistencia a los antibidticos y los efectos ecologicos y
medioambientales que estos provocan, han motivado a la busqueda de métodos
eficaces que ayuden a reemplazar o complementar estos métodos profilacticos contra
diferentes bacterias patégenas, empleando bacteriéfagos como un método de biocontrol
(Ahmadi et al., 2016). Para ello se necesita conocer las caracteristicas biolégicas del
bacteriéfago que permitan demostrar su eficacia y estabilidad en diferentes condiciones.
Por ello, en el presente trabajo se caracterizd el fago S6, bacteriéfago litico y especifico
para Salmonella aislado de intestinos de pollos con fines de ser usado posteriormente

para el biocontrol de dicha bacteria.

Una caracteristica bastante importante es determinar la capacidad de infeccion del fago
ante diferentes géneros, asi como diferentes serotipos dentro del género Salmonella. El
rango de huéspedes reveld que el fago S6 es especifico a nivel de especie, pero de
amplio rango a nivel de serovar, ya que este infecta no solo el serovar Typhimurium,
sino también Enteritidis, Bispebjerg, coincidiendo con Akhtar et al., (2013), quien reportd
que de 59 fagos aislados solo el 25% infectaban por lo menos dos serovares, y el resto
infectaba Unicamente 1 serovar. Shin et al., (2012) evaluaron la gama de huéspedes de
25 fagos aislados, siendo algunos especificos del serovar Typhimurium, pero otros de
amplio espectro no solo a nivel de serovar, sino también de especie, infectando E. coli
y Shigella flexneri. Segun lo reportado en este estudio se infiere que el fago S6 solo
tiene proteinas relacionadas con la adhesién en comun con dichos serovares y no con

otras especies.
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La evaluacion de la estabilidad a diferentes temperaturas es otro parametro importante,
el fago S6 es estable a temperaturas bajas entre -80°C y -20°C y se mantiene viable a
temperaturas hasta de 50° y 60°C, resultados que son semejantes a Ahmadi et al,,
(2016) y Tuner (2013) quienes coinciden que entre estas temperaturas de incubacion
los bacteriéfagos de Salmonella aislados, son estables a diferencia de otros reportes de
bacteriéfagos de otras especies como Staphylococcus aureus y Edwardsiella ictaluri
reportados por Li et al., (2014) y Walakira et al., (2008) respectivamente, quienes
reportan que dichos bacteriéfagos pierden estabilidad ante temperaturas por encima de

los 40°C.

Ademas, el fago S6 se mantiene viable a pH entre 6 a 8, siendo susceptible a pH acidos,
obteniendo titulos bajos a pH 4 y permaneciendo relativamente estables a pH alcalinos,
resultados similares reportados por Rahaman et al., (2014), quien aisl6 un bacteriéfago
de Salmonella cuya estabilidad se mantiene a pH alcalinos.

La exposicion del fago al cloroformo por una hora redujo el titulo fagico hasta el 15%,
resultados similares coinciden con Chénard et al. (2015) y con Fernandez et al. (2017),
donde el primero manifiesta que esto podria estar relacionado con la presencia de
lipidos en la estructura del virus. Fortier y Moineau (2009), menciona que los fagos que
contienen lipidos son inactivados por el cloroformo y que ciertos fagos que no poseen
lipidos pueden ser también sensibles al cloroformo. De acuerdo a la microscopia
electronica se pudo observar que el fago aislado pertenece al orden Caudovirales,
quienes no presentan lipidos en su estructura (ICTV, 2011). Ackermann (2006),
menciona que los fagos que tienen cola no presentan envoltura, y consisten tipicamente
en proteinas y ADN y que, a pesar de la ausencia de lipidos, aproximadamente un tercio

de estos fagos, son sensibles al cloroformo.
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La multiplicidad de infeccion y el ensayo de adsorcion son parametros importantes a
tomar en cuenta para realizar la curva de un paso. La MOI 6ptima fue de 0.01 y la
constante de adsorcion fue de 8.5 x 10 ml/min, siendo esta una velocidad de adsorcion
mayor comparada con las reportadas por Turner (2013) y Bardina (2011) quienes
hallaron constantes de adsorcion menores en distintos fagos de Salmonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis. Esta caracteristica varia entre los distintos
fagos, debido a diferentes causas. Kropinsky (2011), menciona que factores como la
presencia de sales, compuestos organicos, numero de receptores en la superficie
celular, agitacion, temperatura, entre otros influyen en “k”. Kasma et al., (2002),
mencionan como ejemplo a los fagos T — even, quienes pueden utilizar hasta 300sitios
de unién por célula huésped, cuya tasa de adsorcion es de 2.4 x 10 ° cm®/min, mientras
que el fago filamentoso M13, que tiene solo 2 o 3 sitios de unién por célula, su tasa de
adsorcién es de 3 x 10" cm®min siendo este Ultimo menor.

La adsorcién del 90% de los fagos ocurrié a los 20 minutos, resultados similares reporta
Rahaman et al., (2014) y diferentes por Wong en el que al minuto 10 el 95% de los fagos
son adsorbidos. En este ensayo se observd que al minuto 60, quedé un pequeno
porcentaje de fagos libres, esto se debe a que siempre queda una fraccién que se
adsorbe lentamente o una fraccién no adsorbente, ya que las preparaciones de los fagos
no son homogéneas con respecto a sus propiedades de adsorcion (Schlesinger, 1965).
Ademas, mencionar que, en el proceso de todos los ensayos realizados en el presente
trabajo, no se emplearon iones divalentes. Si bien es cierto que la adsorcién del fago
depende de la presencia de receptores especificos en la superficie celular, en ciertos
fagos también puede depender de la presencia de ciertos cationes en el medio, tales
como magnesio y calcio (Lu et al., 2003), este no fue el caso en este trabajo, ya que el

fago S6 no es estrictamente dependiente de estos iones, coincidiendo con Watanabe y
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Takesue (1972), quienes demostraron que el bacteriéfago PL-I contra Lactobacillus
casei, no requeria calcio para adsorcion del fago. Ademas, demostraron que el cloruro
de calcio no solo esta relacionado con el proceso de adhesién, sino que ciertos fagos
dependen de esta sal para poder penetrar su material genético. Sin embargo, aunque
no se ha comprobado, la adicién del cloruro de calcio en el fago S6, podria acelerar el
proceso de adsorcion, variando por lo tanto su constante “K”, la cinética del fago,
ademas de promover una propagacion mas rapida de estos virus (Lu et al., 2003).

En la curva de un paso se obtuvo que el tiempo de latencia fue de 10 minutos, el de
eclipse 5 minutos y el tamafo de explosion de 131 viriones por célula infectada. Estudios
anteriores reportan tiempos diferentes de latencia para Salmonella Typhimurim de 46 y
58 minutos, tiempos de eclipse de 38 y 46 minutos, y tamario de explosién de 95 y 55
respectivamente; similares reportes son para Salmonella Enteritidis a diferencia del
tamano de explosién que varia entre 3.5 y 5 ufp/ufc respectivamente (Bardina, 2011).
McLaughlin y King (2008) aislaron bacteriéfagos de Salmonella con periodos de latencia
de 20 minutos, pero con tamaro de explosién de 100 ufp/célula infectada.

En este ensayo, el tamafo de explosion es mayor y los tiempos de latencia y de eclipse
son menores que los mencionados. Estos parametros son caracteristicos de cada fago
en condiciones particulares ya que son afectadas por el huésped utilizado, el medio de
cultivo y temperatura (Kutter, 2005). Middelboe (2010), menciona que el tamafno de
explosion puede variar debido a la velocidad de crecimiento del huésped, y que se
espera tener un nimero de explosion mas alto cuando las bacterias tienen los nutrientes
suficientes, mientras que se podria obsevar un numero de explosion mas bajo, si los

nutrientes del huésped son limitados.
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Muchos bacteriofagos de Salmonella han sido reportados dentro del orden
Caudovirales. Por las observaciones al microscopio electrénico de transmision se pudo
comprobar la pureza de bacteriéfago, y por las caracteristicas morfoldgicas se clasificd
dentro de la familia Siphoviridae. Esta familia se caracteriza por tener cabeza
icosaédrica y colas largas, no contractiles y finas que a menudo son flexibles. Los
tamarnos de estas estructuras difieren entre los diferentes fagos de Salmonella
reportados, encontrandose tamanos de capside entre 50 nm y 100 nm de diametro y
colas entre 20 nm y 290 nm de largo (Ackermann, 2007). Las medidas del bacteriéfago
aislado, muestra cierta semejanza con los bacteriéfagos aislados por De Lappe et al.,
(2009) quien reportd fagos de la familia Siphoviridae, especies Jersey, con capside de

62.5 nm de didmetro y colas de 120 nm de largo x 7nm de ancho. De igual forma, el
tamano de capside y morfologia del fago S6, presenta similitud con el bacteriéfago
vB_SenS-Ent1 caracterizado por Turner (2013), cuya capside mide 64 nm de diametro

y una cola de 116 nm x 8.5 nm y posee fibras terminales.

En este estudio solo se clasificé el bacteriéfago S6 a nivel de familia mas no de género,
ya que éstos se diferencian por la organizaciéon del genoma, los mecanismos de

envasado de DNA y la presencia o ausencia de DNA polimerasas (ICTV, 2017).

El bacteriofago aislado en el presente estudio, presenta caracteristicas favorables para
ser utilizado posteriormente como alternativa de control o reduccién de Salmonella

enterica.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

Se aisl6 Salmonella enterica a partir de la muestra de intestinos de pollos.

El bacteriéfago aislado muestra especificidad a nivel de género e infecta distintos
serovares de Salmonella enterica.

Los fagos son estables a amplios rangos de temperaturas, estables a pHneutro
y relativamente estables a pH alcalino.

El bacteriéfago es sensible al cloroformo, la exposiciéon por una hora reduce
considerablemente el titulo viral.

La infeccion éptima del bacteridéfago es a una proporcién de 1 fago por cada 100
bacterias.

Los bacteriéfagos casi en su totalidad se adsorben antes del minuto 20.

En un ciclo de infeccion la progenie liberada es de 131 fagos por célula
bacteriana en un tiempo no mayor a 10 minutos.

El fago S6 pertenece al orden Caudoviridae y a la familia Siphoviridae.

El aislamiento del bacteriéfago, confirma que los pollos actian como reservorio

de estos virus.
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RECOMENDACIONES

Trabajar con cepas huésped ATCC obtenidas comercialmente, garantizando su
identidad y pureza.

Emplear iones divalentes como CaCl,, ya que ciertos fagos dependen de estas
sales para iniciar su proceso de infectivo. En caso el fago no dependa
estrictamente de ellas, realizar pruebas que midan su efecto en la adsorcion del
bacteriéfago en su huésped.

Para la microscopia electrénica de transmision se recomienda tener un alto titulo
viral. Si en caso el titulo fuera menor, se recomienda emplear un método de
concentracion del bacteriéfago

Realizar pruebas moleculares del genoma como secuenciamiento, que permitan

complementar el estudio de los bacteriéfagos.
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