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RESUMEN

En Latinoamérica, diversas investigaciones han mostrado que Salmonella no tifoidea
(NTS) estd relacionada con un gran numero de infecciones provenientes de alimentos,
especialmente de productos carnicos provenientes de aves de corral. Se conoce que la prevalencia
de NTS en estos alimentos es alta; en el Ecuador, puede llegar hasta el 55.5% vy el serotipo
comunmente aislado es S. Infantis. También se ha identificado un aumento de la prevalencia de
NTS multirresistentes a antimicrobianos, y nuevamente S. Infantis, Enteritidis y Typhimurium los
serotipos que mas resistencia presentan. En Latinoamérica, cerca de 77 millones de personas sufren
de infecciones bacterianas provenientes de alimentos y este problema se intensifica si las cepas
causantes presentan resistencia a antimicrobianos. Con este fin, el uso de bacteriéfagos para el
control de Salmonella enterica en la industria avicola es cada vez més frecuente.

En este estudio, se aislo 3 fagos liticos de S. enterica a partir de una mezcla de fagos
obtenidos de aguas residuales donde la una cepa de Salmonella Infantis fue la cepa hospedadora.
Se produjo anticuerpos especificos para cada fago litico en pollos broilers de 8 semanas. Se realizo
cuatro inoculaciones (dia 0, 8, 21 y 52) con una mezcla de fago a 10° UFP/mL y adyuvante
incompleto de Freud. Luego, se realizd ensayos de sueroneutralizacion para evaluar la actividad
del suero para bloquear la actividad litica de los fagos. Siete bacteriéfagos (Ph115-1, Ph115-2,
Ph115-3, F3s2a y F3s15, M061-16 y M061-17) mostraron un perfil de respuesta diferente frente
a los 3 antisueros y diferencias morfologicas bajo microscopia electrénica. Se determind el rango
de hospedador contra 4 cepas de Salmonella Infantis, donde el fago f3s16 mostré el mayor rango
de lisis. En general, nuestros resultados demuestran que la tipificacion de fagos por ensayos de
sueroneutralizacion es una opcion factible en el aislamiento y caracterizacion de fagos ambientales

para su uso potencial como biocontrol de Salmonella en granjas de aves de corral.



Palabras Clave: Bacteriofagos, Salmonella no tifoidea (NTS), Tipificacion de

Bacteriofagos, Fago Terapia, Sueroneutralizacion



ABSTRACT

In Latin America, various investigations have shown that non-typhoid Salmonella (NTS) is
associated with a large number of infections from food, mainly products derived from poultry.
NTS prevalence on these products is high; in Ecuador, NTS prevalence can reaches 55.5% and the
commonly isolated serotype is S. Infantis. An increase in the prevalence of multidrug resistant
NTS has also been identified, with S. Infantis, Enteritidis and Typhimurium being the serotypes
with the highest resistance reported. In Latin America, about 77 million people suffer from
bacterial foodborne infections, and the multidrug resistant serotypes makes recovery more
difficult. To this end, the use of bacteriophages as biocontrol agents against Salmonella

colonization is increasing in the poultry industry.

In our study, we isolated three lytic phages against S. enterica from a phage mixture taken from
wastewater samples, using S. Infantis as the host strain. We produced specific antibodies por each
lytic phage in six 8-week-old Broiler chickens. We did for inoculations (at day 0, 8, 21 and 52)
with a phage mixture at 10° PFU/mL and incomplete Freund adjuvant. Then, we perform
serological essays to assess the antisera neutralization activity against lytic phages. Seven phages
(Ph115-1, Ph115-2, Ph115-3, F3s2a y F3s138, M061-16 y M061-17) showed a different response
profile against the 3 types of antisera produced and showed morphological differences under
electron microscopy. We determined the host range against four Salmonella Infantis serotypes,
where phage F3s138 showed the highest lytic range. Overall, our results show that phage typing
using serum-neutralization essays is a feasible option for environmental phage isolation and
characterization in their potential use as biocontrol agents against Salmonella colonization in

poultry farms.



10

Keywords: Bacteriophages, Non-Typhoidal Salmonella (NTS), Phage Typing, Phage Therapy,

Serum-neutralization



11

TABLA DE CONTENIDO

RESUIMBIN ...ttt e e e e e sttt e e e e e e e et bbb et et e e e e e s e bbnreeeeas 7
N 01 1 - Uod TSRS 9
T (T [UToTod o] o TSRS STSSPRTRS 14
AV Y [o I [T ) L USSR 17
SAIMONEIIA SPP. .t 17
Resistencia antimicrobiana N NES ..........cooiiveiiire i sree e 19
BaCTEITOTAGOS ...ttt 20
Ciclo de vida de 105 bacteriofagos.........uvveiureeiiiee i 22
CHCIO TTTICO ..t 24

(O od [0 I8 [0 =10 o o 1SS 25
o100 (=T =T - USSR OPRPSTSRPTI 26
SUEBTONEULTATIZACION ...t 28
MiCroscopia €leCtIONICA...........eeeiiiieiii e 29
Gendmica viral de bacteriofagos. ........ccouveeiiiieiiie e 30
Metodologia y disefio de [a INVESLIGACION............cciuiieiiiieeiiee e 31
pAo gL o L= (F Lo o PSSP URTOPROPRRRS 31
Periodo de iNVestigacion Y PEIMISOS. .....ccuuieiiureeiiireeeiiieeecteeesie e e sre e e st e e s e e saeeeeiaeeea 31
PrOCEIMIENTO ... .eiiiiiie ettt e bbb e et e e anbe e e anbreeanbeeeas 31

Cepas de SAIMONEIIA ... 31



Aislamiento de bacteriofagos a partir de una mezcla............ccooevieiiiiiiiiiiciennn, 31
Determinacion del rango de hospedador para fagos aislados ...........c.cccoeeiieriinene 33
Produccidn de anticuerpos para fagos aislados............cccocveiveiie e, 34
Determinacion de la actividad neutralizante de los anticuerpos producidos............. 34
Ensayo de seroneutralizaCion Cruzada.............ccoovereiieiieiieiieneee e 35
MiICroSCOPIA ElECIIONICA. ... e veeueieieeieie ettt 35
ANALISIS U UALOS. .. eeiuvieeeiiie et e ettt e et e et e e srb e e st e e snteeesrneeeanneeeanes 36
Rango de hospedador de fagos aislados............cccvveiiiieiiiie e 36
ENsay0 SUEIONEULIaliZACION ..........eeeiiie e nee e 37
MiICroSCOPIA EIECIIONICA ......vvveeiiie ettt e e e e eaae e 45
Dol U] o] PP P PP TR 47
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt e e e e b e nre e et e b e 52
] (= A Tol T PP TR TR 53

NAICE T8 ANEXOS . eee et e e e e e e e e e et e et e e e e e e e e et e se e e et e et e eeae e s e et e s e eeeaeeeeans 64



13

INDICE DE TABLAS

Tabla No 1: Caracteristicas de las familias principales de bacteriéfagos.............cccev.ee. 21

Tabla No 2: Lista de productos comerciales basados en fagos aprobados por la FDA.....28

Tabla No 3: Sistema de Puntuacion del Rango de Hospedador .............ccccocvvveivencinene 33
Tabla No 4: Rango de Hospedador de 5 fagos aislados contra Salmonella enterica......... 36
Tabla No 5: Resultados del ensayo de suero neutralizaCion..............cccceevveviieeiveciieennnnn, 38

Tabla No 6: Rango de Hospedador de Fagos aislados frente a 4 cepas de S. Infantis......45

INDICE DE ILUSTRACIONES

[lustracion No 1: Esquema de Infeccion de Salmonella spp........ccccvvvevveeiiieeiiie e, 18
[lustracion No 2: Union y Penetracion del &cido nucleico bacteridéfago ..........cccceveene 23
[lustracion No 3: Ciclo litico y lisogénico de bacteridfagos...........ccccevvvvveviieeiiieeiiineee, 24

Ilustracion No 4: Ensayo Sueroneutralizacion de fagos Ph115-1, Ph115-2 y Ph115-3....37

[lustracion No 5: Ensayo Sueroneutralizacion de fagos M061-16 y M061-17................. 39
[lustracion No 6: Ensayo Sueroneutralizacion cruzada............ccccocoveevvveeciiecviie e, 40
llustracion No 7: Ensayo Sueroneutralizacion del fago F3s18 .....ccocvvviviiieiieiiiniiinninnn, 43
llustracion No 8: Ensayo Sueroneutralizacion del fago F3s20.......ccovvviiveiieiiiniiinnnnn, 43
llustracion No 9: Micrografias tomadas mediante TEM de fagos F3s16 y F3s2a............ 44

llustracién No 10: Micrografias tomadas mediante TEM de fagos aislados.................... 46



14

INTRODUCCION

Diferentes serotipos de Salmonella no tifoidea (NTS) son una de las principales causas
bacterianas de gastroenteritis en humanos (Majowicz, y otros, 2010). En algunos pacientes, las
NTS causan infecciones invasivas (iINTS) graves que involucran infeccion de lugares estériles,
como el torrente sanguineo o las meninges. Las iNTSs tienen una tasa de letalidad de
aproximadamente el 15% y se observo que la incidencia de la enfermedad en 2021 fue de 44.8 por
cada 100000 personas por afio (Marchello, Fiorino, & Pettini, 2021)

Se conoce que la mayoria de los casos de transmision de NTS se da por el contacto con
alimentos contaminados, principalmente por productos carnicos (Mahon & Fields, 2016). Muchos
animales se consideran reservorios de diferentes serotipos de NTS, pero se sabe que las aves de
corral son el principal vehiculo de infeccion bacteriana en la cadena alimenticia, esto se ha
relacionado con diversos estudios en Latinoamérica que encontraron una conexion entre brotes de
NTS con el consumo de pollos y gallinas (Mercado, Avila, & Rey, 2012) En Latinoamérica, la
carne de pollo es una de las principales fuentes de alimentacion y debido a esto su demanda ha
aumentado a lo largo de los afios, especificamente en Ecuador donde es la principal fuente de
proteina animal con un consumo anual per cépita de 30.4 kg. En el Ecuador se ha reportado una
prevalencia del 41.4% de Salmonella enterica en granjas de aves de corral y del 55.5%
directamente en carne de pollo. El serotipo cominmente aislado es S. Infantis con una prevalencia
del 98.2% en granjas y 97.8% en carne de pollo (Mejia, Medina, Bayas, Satan, & Zapata, 2020)

En la industria y en los sistemas de produccion de aves de corral, el uso de antibioticos es
generalmente usado como prevencion, control, tratamiento de infecciones bacterianas y como
promotores de crecimiento animal (Vinueza-Burgos, Cevallos, Ron-Garrido, & Bertrand, 2016).

Pero el uso indebido o excesivo de antibidticos y la falta de control ha llevado al aparecimiento de
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serotipos de NTS multirresistentes (OMS, 2018). En Latinoamérica, la mayor prevalencia de NTS
multirresistentes proviene de productos animales y los serotipos multirresistentes cominmente
aislados fueron Enteritidis, Typhimurium e Infantis (Guerrero, Bayas-Rea, Erazo, & Zapata Mena,
2021).

El aparecimiento de cepas multirresistentes constituye un riesgo a la salud puablica, pues su
potencial para afectar la eficacia de tratamientos con antibioticos en humanos es muy alto. Es
importante encontrar nuevas alternativas para contrarrestar el aparecimiento de cepas resistentes y
el uso de bacteridfagos para controlar la colonizacion bacteriana constituye una opcion efectiva;
debido a su especificidad, rapido efecto bactericida y bajo costo de produccion.

Varios estudios han encontrado cocteles de fagos liticos con la habilidad de reducir
significativamente la colonizacion de NTS en aves de corral y muchos cocteles son vendidos como
productos comerciales con este mismo fin (Clavijo, Baguero, & Hernandez, 2019). El uso de
bacteriofagos solo puede realizarse una vez comprobada la actividad litica de estos, de que no sean
portadores de genes de factores de virulencia o de resistencia a antimicrobianos y de que no
generen efectos secundarios en los animales (Garcia & Rodriguez, 2019).

La caracterizacion de fagos conlleva investigar sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas
mediante secuenciamiento del genoma completo y microscopia electronica. Sin embargo, estas
técnicas son complicadas y bastante costosas, sin contar con la falta de personal experto en el tema
(Helmy, Awad, & Mosa, 2016). Por lo tanto, se requiere de técnicas relativamente faciles y
econdmicas que ayuden en la caracterizacion de bacteriofagos y los ensayos de neutralizacion
mediante antisuero (sueroneutralizacion) presentan resultados prometedores.

Los ensayos de sueroneutralizacién se basan en la union de anticuerpos a un epitopo

bacteriano o viral, lo que resulta en la reduccion o inhibicion de la capacidad infectiva de un



16

microorganismo (Sadeghalvad & Rezaei, 2021). De acuerdo con Ackerman (1978) en su guia para
clasificar bacteri6fagos, se recomienda analizar las relaciones serolégicas de cada fago mediante
ensayos de sueroneutralizacion y si dos fagos pertenecen a un mismo grupo seroldgico, es muy
posible que estos dos fagos sean morfoldgicamente idénticos, y viceversa.

En este estudio se realizo la caracterizacion de siete bacteridfagos liticos para S. enterica

con métodos de sueroneutralizacion y microscopia electronica.



17

REVISION DE LITERATURA

Salmonella spp.

Salmonella se clasifica en dos especies, Salmonella enterica y Salmonella bongori, de
acuerdo con diferencias encontradas en sus secuencias del gen 16S RNA. La especie S. enterica
se clasifica en 6 subespecies basadas en su parecido gendémico y propiedades bioquimicas (Reeves
& Evins, 1989). Estas subespecies se marcan con nimeros romanos: I, S. enterica subsp. enterica;
I1, S. enterica subsp. salamae; Illb, S. enterica subsp diarizonae; IV, S. enterica subsp houtenae;
y VI, S. enterica subsp indica. De todas estas subespecies, S. enterica subsp enterica (1) se
encuentra predominantemente en mamiferos y contribuye al 99% de las infecciones de Salmonella
en humanos y animales de sangre caliente (Brenner & Villar, 2000 ).

La severidad de las infecciones de Salmonella en humanos varia dependiendo del serotipo
involucrado y del estado inmunologico del hospedador. Los nifios menores de 5 afios, ancianos y
pacientes con inmunosupresion son mas susceptibles al patdgeno que individuos sanos. Casi todas
las cepas de Salmonella son patogénicas debido a que tienen la habilidad de invadir, replicarse y
sobrevivir en células humanas, resultando en una enfermedad potencialmente fatal. Cuando la
bacteria ingresa al tracto digestivo via alimentos o agua contaminada, tienden a penetrar las células
epiteliales que recubren la pared intestinal (llustracion 1). Una vez adentro, la bacteria expresa
sistemas de secrecion tipo Ill, que son proteinas de varios canales que permiten a la bacteria
inyectar sus proteinas efectoras directamente en el citoplasma de las células epiteliales. Los
efectores bacterianos activan vias de transduccion de sefiales que desencadenan la reconstruccion
del citoesqueleto de la célula hospedadora, lo que resulta en que la célula hospedadora engulla a

la bacteria en un proceso similar a la fagocitosis (Takaya & Suziki, 2003).
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Gut lumen

© All rights reserved

[lustracion 1: Esquema de Infeccion de Salmonella sp. (U.S FDA, 2015)

De acuerdo con los patrones clinicos de la salmonelosis humana, las cepas de Salmonella
se pueden agrupar en Salmonella tifoidea y Salmonella no tifoidea (NTS). En las infecciones
humanas, las cuatro manifestaciones clinicas son fiebre entérica, gastroenteritis, bacteriemia y
complicaciones extraintestinales (Darby & Sheorey, 2008).

Las infecciones por NTS se caracterizan por gastroenteritis, una condicion inflamatoria del
tracto gastrointestinal que se acompafia por sintomas como diarrea sin sangre, vomito, nausea,
cefaleas, dolores abdominales y mialgias. Las infecciones por NTS tienen un tiempo de incubacién
mas corto (6 a 12 horas) y los sintomas son normalmente autolimitados, con un tiempo maximo
de duracion de 10 dias (Crump & Kretsinger, 2008). Las complicaciones por NTS incluyen
colecistitis, pancreatitis y apendicitis, esto se observa en mayor parte en pacientes
inmunocomprometidos, bebes, nifios pequefios y adultos mayores (Scallan & Hoekstra, 2011).

Se reporta cerca de 1 millén de casos de NTS anualmente en paises desarrollados (Ajmera
& Shabbir, 2021). EI serotipo cominmente aislado responsable de infecciones por NTS es S.

Enteritidis, seguido por S. Typhimurium y S. Newport. En Latinoamérica, se encuentra una
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prevalencia del 70% de NTS en productos carnicos, frutas y vegetales y los serotipos cominmente
aislados de estos productos fueron Enteritidis, Typhimurium y Derby (Guerrero, Bayas-Rea,
Erazo, & Zapata Mena, 2021).

Resistencia antimicrobiana en NTS

El grado de resistencia antimicrobiana en Salmonella varia de acuerdo con el pais, y esta
influenciado por dos factores importantes: 1) Las practicas de uso de antibiéticos en humanos y
animales y 2) Diferencias geogréficas en la epidemiologia de Salmonella y diferencias de serotipos
segun la regién (McDermott & Zhao, 2021). En el 2020, aislados de Salmonella sp., de casos
humanos reportan niveles altos de resistencia a ampicilina, sulfonamidas y tetraciclinas,
particularmente en serotipos encontrados en cerdos y otros animales de granja, mientras que la
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion se encontro en niveles muy bajos. De igual forma
se ha observado una reduccion de resistencia a ampicilina y tetraciclina en Salmonella
Typhimurium aislada de humanos en el periodo de 2013 a 2018 (EFSA; ECDC, 2020).

En Latinoamérica, las resistencias frecuentemente encontradas son contra tetraciclina,
ampicilina, estreptomicina, acido nalidixico, sulfametoxazol/trimetoprima, cloranfenicol y
gentamicinay los serotipos de NTS resistentes a antimicrobianos mas comunes son Typhimurium,
Enteritidis e Infantis, aislados tanto de granjas avicolas y porcinas, alimentos derivados de
animales e infecciones humanas (Guerrero, Bayas-Rea, Erazo, & Zapata Mena, 2021).

La terapia antimicrobiana, normalmente, no se recomienda para infecciones sin
complicaciones, la terapia deberia ser dada para la poblacién que tiene un mayor riesgo de
infeccion invasiva, por ejemplo, personas mayores de 50 afios, con ateroesclerosis, individuos

inmunocomprometidos y aquellos con enfermedades cardiacas (McDermott & Zhao, 2021).



20

Bacteriofagos

Los bacteriéfagos, referidos cominmente como “fagos”, son parasitos intracelulares que
se multiplican dentro de la bacteria usando parte de, o toda la maquinaria biosintética de la célula
bacteriana. Se encuentran distribuidos ampliamente en la naturaleza y pueden ser aislados de heces
o0 de aguas residuales (Rao, 2016). Su alto nivel de especificidad, supervivencia a largo plazoy su
habilidad para reproducirse de forma rapida en hospedadores apropiados contribuyen a la
conservacion del equilibrio dinamico entre la gran variedad de especies bacterianas en cualquier
ecosistema natural (Kutter & Sulakvelidze, 2004).

El genoma de los fagos esta compuesto por DNA o RNA, que puede ser tanto
monocatenario o0 bicatenario, este material genético esta empacado en una capside que puede ser
poliédrica (Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae, y Cystoviridae), filamentosa
(Inoviridae), pleomorfica (Plasmaviridae) o conectado a una cola (Caudovirales), hasta la fecha,
la mayoria de fagos aislados poseen una cola y tienen genomas de DNA bicatenario (dsDNA)
(Dion, Oeschslin, & Moineau, 2020). Fagos simples pueden tener solo de 3 a 5 genes mientras que

fagos complejos pueden llegar a tener mas de 100 genes (Rao, 2016).
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Tabla 1: Caracteristicas de las familias principales de bacteriéfagos (Prada, Holguin, Gonzélez,

& Vives, 2015)

Familia MNaturaleza Hospedero Morfologia

del genoma
Corticovindae dsADM Bacteria @

~%

Tectiviridae dsADM Bacteria j@:
Fodoindae dsA0N Bacteria @}:
Ndyoviridas dsADMN Bacteria, Archaea @:
Ndyovinidas dsADM Bacteria, Archaca @?——
Fusalloviidas d=ADMN Archaea —O
Guttaviridae dsADM Archaea ©
Salterprovins dsADM Archaea -©
Lipothrizwiridae dsaDM Archaea L L

Los fagos con cola pertenecen al orden de los Caudovirales. Este orden viral estad bajo
reclasificacion y actualmente comprende cinco familias: Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae,
Ackermannviridae y Herelleviridae (Dion, Oeschslin, & Moineau, 2020). Las dos ultimas familias
fueron creadas recientemente debido a que diversos estudios metagendmicos demuestran que
representan a un grupo distinto dentro de la familia Myoviridae (Barylski, 2019).

Se observa una gran variacién entre el tamafio de la capside entre miembros del orden
Caudovirales, con diametros que varian entre los 45 y 185 nm, generalmente esto esta relacionado

con el tamafio del genoma. La mayoria de los fagos con cola (75%) tienen una capside con
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estructura icosaédrica y el resto (15%) posee cépsides elongadas alineadas con el axis de su cola
(Dion, Oeschslin, & Moineau, 2020). En el orden Caudovirales, la capside esta conectada a la cola
a través de un complejo conector compuesto de una proteina portal anclada a proteinas conectoras,
este “complejo portal” es un anillo dodecamérico con una estructura general similar compartida
entre la mayoria de los fagos con cola a pesar de tener una baja similitud en la secuencia genética
(Olia, Prevelige, & Johnson, 2011).

Dentro del orden Caudovirales, las colas de la familia Siphoviridae estdn compuestas de
una proteina central rodeada por un tubo de cola que final en una proteina terminadora, esta
arquitectura se observa también en fagos de la familia Myoviridae donde existe una capa adicional
(la'vaina de la proteina) que permite contraccion para la insercion del tubo de la cola al hospedador
bacteriano (Adrien, Effantin, & Vivés, 2017). Miembros de la familia Podoviridae tienen una cola
corta y no contractil, que en esencia es una extension similar a un tubo que penetra ambas
membranas celulares y es esencial para el ingreso del genoma al hospedador (Wang, Tu, & Liu,
2019)

Ciclo de vida de los bacteriofagos

Los Bacteriéfagos emplean mecanismos que les permite adherirse a receptores especificos
(formados por proteinas y lipidos) ubicados en la superficie bacteriana, las proteinas presentes les
permiten fijarse y penetrar en la bacteria iniciando el mecanismo endolitico.

El primer paso para el proceso de infeccion es la adsorcion del fago a la célula bacteriana.
Este paso esta controlado por las fibras de la cola o por estructuras analogas en aquellos fagos que
carecen de estas fibras (Rao, 2016). La naturaleza y localizacion de los receptores bacterianos que
son reconocidos por los fagos depende del tipo de fago y tipo de hospedador. Estos receptores

pueden ser desde secuencias peptidicas hasta restos de polisacaridos. De hecho, se ha observado
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que los fagos se unen a receptores localizados en las paredes de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, en capsulas bacterianas, pilis y hasta flagelos (Bertozzi, Storms, & Sauvageau, 2016).
Este proceso de adherencia es reversible por parte de la bacteria y para evitar esto, el fago presenta
uno o mas componentes en la base de la cola que aseguran la fijacion del fago a la bacteria
(McGrath, Fitzgerald, & Sinderen, 2004).

La union irreversible del bacteriéfago al hospedero tiene como resultado la contraccion de
la envoltura (en los bacteri6fagos que presentan envoltura) y la cola hueca atraviesa la membrana
bacteriana. Algunos bacteriofagos poseen enzimas que digieren varios componentes de la
envoltura bacteriana (Kimura, Reddy, & Marcus, 2004). El &cido nucleico de la cabeza pasa a
través de la cola hueca e ingresa al citoplasma bacteriano. El resto del bacteriéfago se mantiene en
las afueras de la bacteria como un “fantasma” (Rao, 2016) (llustracion 2).

Dependiendo del ciclo de vida, los fagos pueden ser liticos (virulentos) o lisogénicos
(temperados). Los fagos que siguen el ciclo litico destruyen las células infectadas en un proceso
Ilamado lisis celular (Rakhuba & Kolomiets, 2010), mientras que los fagos que poseen un ciclo
lisogénico se incorporan en el genoma del hospedero y establecen una infeccion latente de la célula

sin destruirla (Ilustracion 2).
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llustracidn 2: Union y Penetracion del &cido nucleico bacteriéfago (Rao, 2016)
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Ciclo litico

Como se mencioné anteriormente, los bacteriéfagos virulentos o liticos se multiplican
dentro de sus hospederos bacterianos y destruyen a la célula por lisis al final del ciclo (Atterbury,
Bergen, & Ortiz, 2007). Se conoce como periodo de eclipse al intervalo de tiempo que existe entre
el ingreso del material genético a la bacteria y la liberacion de fagos maduros luego del proceso de
lisis (Gaviria, Gonzalez, & Castafio, 2012). Esta fase esta dedicada a la sintesis de componentes y
su ensamblaje para formar particulas maduras de bacteriéfagos (Rakhuba & Kolomiets, 2010)

(Hustracion 3).
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Ilustracion 3: Ciclo litico y lisogénico de bacteridéfagos (Pefafiel, 2019).

La maquinaria biosintética del hospedero es controlada por el fago para formar ARN
mensajeros y proteinas especificas. Las proteinas estructurales del bacteri6fago como las que
forman parte de la cabeza o la cola, asi como las proteinas necesarias para la lisis del hospedero,
se sintetizan por separado (Rakhuba & Kolomiets, 2010). El &cido nucleico es empacado dentro
de la cabeza y la cola es adherida, este proceso donde el fago se ensambla a particulas maduras e

infectivas se denomina maduracién (Rao, 2016). Finalmente, en la fase de lisis y liberacion, la
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bacteria empieza a lisarse debido a la acumulacion de las proteinas de lisis del bacteriéfago y los
fagos intracelulares se liberan al medio, se cree que el nimero de particulas liberadas por bacteria
puede llegar a mas de 1000 unidades (McGrath, Fitzgerald, & Sinderen, 2004).
Ciclo lisogénico
Bacteriofagos lisogénicos o temperados son aquellos que pueden multiplicarse por el ciclo
litico o entrar a un estado latente en la célula. En muchos casos, el material genético del fago se
integra en el genoma bacteriano y se replica junto con el mismo, este material genético es pasado
a la progenie. El estado integrado del material genético del fago se denomina profago. Este proceso
se conoce como lisogenia y la bacteria que lleva el profago se llama bacteria lisogénica. Como el
profago contiene genes, puede conferir nuevas propiedades a la bacteria (Caldentey, Hanninen, &
Bamford, 1994). Cuando la célula es “lisogenisada”, genes extra que lleva el fago son expresados
en la célula. Estos genes pueden cambiar las propiedades de la célula bacteriana. Este proceso se
conoce como conversion lisogénica o conversion del bacteriéfago (Rao, 2016). Entre los ejemplos
de la conversion lisogénica tenemos:
e Fagos lisogénicos llevan genes que pueden modificar el antigeno O de Salmonella.
e Laproduccion toxica de Corynebacterium diphtheriae es mediada por un gen llevado por
una beta fago, solo las cepas que han sido convertidas por lisogenia son patogénicas.
e Clostridium botulinum, un agente comun en la contaminacion alimenticia genera
diferentes toxinas, dos de las cuales son codificadas por el genoma de profagos.
e Bacterias lisogénicas son resistentes a superinfeccidn por los mismos genes de fagos. Esto
se conoce como inmunidad a superinfeccion. Esto es causado por fagos temperados que,
al integrar su material genético, dejan susceptible a su bacteria hospedadora a ser

infectada por otros fagos liticos o temperados, como resultado, los fagos temperados que
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integran su genoma crean una inmunidad a superinfeccion mediante el uso de circuitos
genéticos que controlan la expresion temporal de genes requeridos para el ciclo litico
(Mavrich & Hatfull, 2019). Esto causa que cualquier otro fago infectivo ingrese al
citoplasma bacteriano, pero no puede utilizar la maquinaria celular para continuar con el

ciclo litico.

El estado lisogénico de una bacteria puede ser terminado en cualquier momento que se
exponga a condiciones desfavorables. Este proceso se conoce como induccion (Rao, 2016). Las
condiciones que terminan el estado lisogénico incluyen: desecacion, exposicion a UV o radiacion
ionizante, exposicion a quimicos mutagenicos, entre otros. EI material genético del fago inicia un
ciclo litico que resulta en la lisis celular y la liberacion de las particulas virales. Estos fagos son
capaces de infectar nuevas células susceptibles y volverlas lisogénicas.

Fagoterapia

Desde su descubrimiento hace mas de un siglo, los bacteriofagos se han utilizado para
prevenir y tratar una multitud de infecciones bacterianas (Atterbury, 2009). Los bacteri6fagos
ofrecen ventajas como agentes de biocontrol por diversos motivos: 1) Alta especificidad para
distinguir a su hospedero mediante receptores en la membrana de la bacteria, sin afectar a la
microbiota acompafante, esta propiedad es una gran ventaja para los bacteriéfagos comparandolos
con otros antimicrobianos que causan un desbalance en la microbiota. 2) Auto replicacion y auto
limitacion, significa que concentraciones altas o bajas de bacteriéfagos se multiplicaran mientras
exista la bacteria huésped, aumentando su actividad antimicrobiana. 3) Adaptabilidad por parte del
bacteri6fago a los mecanismos de defensa que podria desarrollar la bacteria. 4) Baja toxicidad pues
en su mayoria solo consisten en acidos nucleicos y proteinas. 5) Los bacteriéfagos son

relativamente baratos y faciles de aislar y propagar. 6) Pueden sobrevivir al estrés ambiental
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generalmente creado en el procesamiento de alimentos (incluidas las condiciones fisicoquimicas
de los alimentos). 7) Se ha comprobado que son estables por largo tiempo pues son abundantes en
alimentos y han sido aislados de productos sin procesar (carne, pollos) (Hsu, Shieh, & Sobsey,
2002), productos fermentados (queso, yogurt) y comida del mar (ostras y mejillones) (Kennedy,
Wei, & Oblinger, 1986). Esto sugiere que los fagos se encuentran en el mismo ambiente que
habitan sus hospederos bacterianos y que son consumidos diariamente por humanos.

La eficacia de los bacteriéfagos como antimicrobianos ha llevado a la aprobacion y
comercializacion de varios productos destinados a reducir el riesgo de contaminacion en alimentos
por bacterias patogénicas. Por ejemplo, la empresa holandesa Micreos Food Safety (antes EBI
Food Safety) lanz6 al mercado el producto Listex P-100 que fue aprobado como una ayuda en la
reduccion de L. monocytogenes en productos carnicos, vegetales y frutas (Gutiérrez, y otros, 2017).

Para Salmonella no tifoidea, en EE. UU., ya existen dos preparaciones comerciales con
fagos, que muestran ser eficaces para controlar la contaminacion por NTS en diferentes alimentos,
por ejemplo, un estudio reciente muestra la reduccion de Salmonella en 5 log en lechugas y 0.8
log en coles usando el producto comercial SalmoFresh, que en esencia es un coctel compuesto por
seis fagos (Vikram, Woolston, & Sulakvelidze, 2021). Otros estudios muestran igual eficacia para
reducir Salmonella en productos carnicos de pollos y pavos (Sharma, Dhakal, & Nannapaneni,
2015). En la tabla 2 tenemos una lista de los productos comerciales basados en fagos aprobados

por la FDA.
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Tabla 2: Lista de productos comerciales basados en fagos aprobados por la FDA (Jamal, Andleeb, &

Ali, 2018).

PRODUCTO Y COMPANIA

MICROORGANISMO CONTROLADO

APROBACION REGULATORIA

APLICACIONES

ListShield, Intralytix, Inc.USA

Listeria monocytogenes

US FDA (2006) and USDA for direct application onto foods (21CFR
172.785.) EPA (EPA registration 74234-1)

Alimentos listos para comer, salami,
salchichas, mariscos, superficies en
contacto con alimentos

EcoShield, Intralytix, Inc.USA

Escherichia coli 0157:H7

FDA (2011) cleared as “Food Contact Notification”or FCN,(FCN
No. 1018). FSIS Directive 7120.1 (safe and suitableantimicrobial)

Carnes rojas y productos carnicos
destinados a trituracion

SalmoFresh, Intralytix, Inc.USA

Salmonella enterica serov: Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg, Newport, Hadar,
Kentucky, Thompson, Georgia, Agona,
Grampian, Senftenberg, Alachua, Infantis,
Reading, y Schwarzengrund

FDA (GRAS Notice No. GRN 000435), FSIS Directive the StarK-
certified Kosher and IFANCA-certified Halal product. OMRI-listed
suitable in the production of organic foods

Aves de corral, mariscos, frutas,
vegetales frescos y procesados

LISTEX MicreosEBI, Food
Safety, Netherlands

Listeria monocytogenes

In 2006 approved by the FDA as GRAS, and by the USDA in2007
and by the EFSA, Health Canada, BAG (Switzerland)and FSANZ
(Food Standards Australia New Zealand

Carne lista para comer, pescado y
queso

Agriphage,Omnilytics USA

Xanthomonas campestris, Clavibacter
michiganensis, Erwinia amylovora,
Xanthomonas citri

EPA 2005 for use inagriculture

Frutas y verduras

Ciertas desventajas que pueden presentar los fagos al usarse como biocontrol es que no

todos pueden ser usados con este fin, por ejemplo, los fagos temperados. También no todos los
fagos garantizan seguridad total en los alimentos si estos estdn contaminados por diferentes
patogenos alimenticios y por ende no pueden ser eliminados por el fago. Otro problema es el rango
de hospedador de los fagos, al tener un rango especifico, se limita la utilidad del fago, este
problema se puede solucionar al utilizar un coctel o combinacion de fagos. Finalmente, otro
problema que puede darse el aparecimiento de resistencia bacteriana, pero se ha visto que, usando
cocteles de fagos, esta resistencia es minima (Vikram, Woolston, & Sulakvelidze, 2021).

Sueroneutralizacion

El concepto general de la neutralizacion en fagos se basa en el ensayo de neutralizacién
viral. Este ensayo utiliza anticuerpos neutralizantes que son capaces de inhibir la infeccion del

virion. El ensayo también detecta a grupos de virus que estan relacionados entre si y que pueden
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compartir antigenos, pero solo una fraccion de estos antigenos son reconocidos por anticuerpos
neutralizantes (Payne, 2017).

En el caso de bacteri6fagos, la produccion de anticuerpos se realiza de igual manera que
en virus de mamiferos. Estos animales son inoculados con una emulsidn que contiene el antigeno,
en este caso el fago. A diferencia de los virus de mamiferos, de los cuales se utiliza lineas celulares
como hospedadores, en los fagos se utiliza bacterias hospedadoras. Luego los fagos son incubados
con diluciones de antisueros (para diluir cualquier compuesto contaminante o neutralizante que no
sean los anticuerpos y que esté presente en el antisuero) y sembrados junto a su bacteria
hospedadora. EIl nivel de neutralizacion se determina de acuerdo con la capacidad del fago para
formar placas de lisis.

La sueroneutralizacion se ha utilizado previamente para agrupar serologicamente a
diversos bacteriofagos (Nutter, Bullas, & R, 1970). Por ejemplo, los fagos D3 y F116 de
Pseudomona aeruginosa pertenecen a los grupos serologicos con reaccion cruzada D y F,
respectivamente (Waddell, Franklin, Mazzocco, & Johnson, 2009). De igual manera para
neutralizar fagos no adsorbidos en experimentos de crecimiento de un solo paso y para inactivar

fagos liticos en analisis de transduccion (Canosi, Luder, & T, 1982).

Microscopia electronica

Las primeras micrografias de bacteriofagos fueron publicadas desde 1940, pero la técnica
de tincion negativa fue introducida en 1959 y revoluciond el estudio de los virus, de esta forma la
microscopia electronica (EM) se volvié la base de la virologia comparativa (Ackermann &
DuBow, 1987). La microscopia de transmision (TEM) incluye tincién negativa y positiva de
particulas virales aisladas. La tincion negativa en particular es una técnica que tiene una gran

importancia en la virologia, puesto que permite comparacion instantanea, clasificacion e
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identificacion de virus, muchas veces hasta el nivel de especie. De esta forma, més de 5000
bacteriofagos se han examinado bajo EM (Ksiazek & Erdman, 2003).

El principio de la tincion negativa es mezclar particulas con una solucion densa en electrones de
una sal metalica de alto peso molecular, de esta forma las particulas que se incrustan con esta sal
metélica se observan con un color blanco sobre un fondo obscuro. Las tinciones usadas en la
investigacion en bacteriéfagos incluyen tungstatos (fosfotungstato de potasio y sodio, tungstato de
litio, silicotugstato de sodio), sal de uracilo (acetato, formato, acetato de magnesio, nitrato y
oxalacetato), molibdato de amonio o vanadio, y acido molibdico (Ackermann & DuBow, 1987).

Gendmica viral de bacteriofagos.

Hasta septiembre del 2019, el NCBI reporta 8437 genomas de fagos secuenciados
completamente divididos en 12 familias. Mas de la mitad de estas secuencias pertenecen a
miembros de la familia Siphoviridae, 17% pertenecen a la familia Myoviridae y 12% pertenecen a
la familia Podoviridae, esto indica que el orden Caudovirales es el grupo de fagos mas abundante
en las bases de datos publicas (Dion, Oeschslin, & Moineau, 2020). El nUmero de genomas
completos de fagos aln esta en crecimiento, pero la base de datos del NCBI aun representa solo
una pequefia fraccion de la verdadera diversidad gendmica de estos virus, debido a que la mitad
de ellos solo infectan a siete géneros bacterianos, siendo estos Mycobacterium, Streptococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Gordonia, Lactococcus y Salmonella. En cuanto al tamafio del
genoma, estos pueden variar ampliamente. EI genoma mas pequefio reportado para un fago hasta
la fecha es el del fago L5 de Leuconostoc con solo 2435 pb; mientras que, al extremo opuesto, se
ha descubierto un nuevo grupo de fagos que poseen el genoma mas grande reportado hasta la fecha,
estos “megafagos” poseen un genoma de mas de 540 Kb, y fueron descubiertos de metagenomas

realizados del intestino de humanos y animales (Devoto & Santini, 2019).
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METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Zona de estudio

El trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de parasitologia del Instituto de
Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito, ubicada en la calle Diego de Robles s/n,
Cumbayad, canton Quito, provincia de Pichincha.
Periodo de investigacion y permisos

El proyecto se realizd en un periodo de 1 afio, desde noviembre de 2020 hasta noviembre
del 2021. Todos los procedimientos relacionados a la trata animal en este estudio fueron aprobados
por el Comité de Etica en el Uso de Animales en investigacion y Docencia de la Universidad San

Francisco de Quito (Aval 2019-020).
Procedimiento

Cepas de Salmonella

Todas las cepas fueron obtenidas del Instituto de Microbiologia de la Universidad San
Francisco de Quito, las cuales se encontraban congeladas a -80 °C. Para su reactivacion fueron
sembradas en agar nutritivo y las colonias aisladas fueron sembradas en agar Salmonella Shigella
(SSA) para confirmar la ausencia de contaminacién. Para los ensayos, se usaron 22 cepas de

Salmonella enterica de diferentes serotipos (Tabla 4).

Aislamiento de bacteriofagos a partir de una mezcla

La purificacion de fagos empez6 a partir del coctel M115. Este coctel fue aislado de
muestras de agua residual del rio Machangara y mostré eficacia para el control de Salmonella en
granjas avicolas en investigaciones anteriores. Se utilizé una cepa de Salmonella Infantis (POL
115A) como bacteria hospedadora y propagadora del coctel. Para aislar los bacteri6fagos se utilizé

el protocolo de Benson (2006). Para esto se coloco 50 pL, 150 pL y 300 uL del coctel M115 en 3
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tubos estériles, a cada tubo se anadi6é 300 uL de un cultivo de S. Infantis POL115-A en TSB con
18 horas de crecimiento y 4 mL de agar semisdlido (TSB enriquecido con Sulfato de magnesio 10
mMy 0,7% de agar a 45°C). Las soluciones de cada tubo fueron vertidas en cajas Petri con 20 mL
de agar sélido (TSB enriquecido con Sulfato de magnesio 10 mM y 1,5% de agar) y se espero que
el medio semisolido solidifique, finalmente se incubd a 37°C por 24 horas. Al dia siguiente se
determiné la presencia de calvas y se realiz6 el recuento Gnicamente en las cajas Petri que
presentaban entre 10 a 100 calvas.

Con la ayuda de una punta estéril de micropipeta, se tomaron calvas aisladas con diferente
morfologia, cada una fue resuspendida en 500 pL de buffer SM (100 mM NaCl, 8mM
MgSO4+*7H20, 50 mM Tris-Cl pH 7,5) y se dejo reposar por 30 minutos a temperatura ambiente
de acuerdo con la metodologia de Maniatis (2012). Para el aislamiento se realizaron diluciones
seriadas hasta la dilucion 1020y se repitio el protocolo de Benson (2006) con las diluciones 10°°
y 101% con el fin de obtener calvas aisladas, este proceso se repitio 4 veces mas hasta obtener
calvas similares en tamafio y morfologia.

Para determinar la concentracion viral, se expresé como unidades formadoras de placas

(UFP) por cada mililitro usando la siguiente ecuacion:

UFP  Numero de placas
mL d.v

Donde:
d= dilucion.

v= volumen de fago en ml.
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Determinacion del rango de hospedador para fagos aislados

Se analiz6 la actividad litica de cada fago aislado frente a 17 cepas de Salmonella sp.
aisladas de granjas de pollosy 1 cepa S. Typhimurium 14028 ATCC. Para esto se utilizé un ensayo
de Spot Test que consistio en preparar un cultivo de Salmonella sp. de 18 a 24 horas de crecimiento
con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland.

Luego con la ayuda de un hisopo estéril se sembr6 en césped en cajas con agar sélido, se
afiadio 2 pL de cada fago aislado sobre la superficie del medio y se incub6 a 37°C por 24 horas.
Al dia siguiente se observo la presencia de zonas de aclaramiento en donde se sembraron los fagos.
La actividad litica de cada fago se determind segun el sistema de puntuacion mostrando en la

siguiente tabla (Huang, y otros, 2018).

Tabla 3: Sistema de Puntuacion del Rango de hospedador (Huang, y otros, 2018).

Score: 4 = Strong Lytic Activity

iy Score: 3 = Strong Lytic Activity with Bacterial Colonies

Score: 2 = Weak Lytic Activity with Turbidity

Score: 0 = No Halo Formation
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Produccién de anticuerpos para fagos aislados

Para la produccién de anticuerpos se trabajo con 3 fagos aislados. Para esto se coloco 0,5
mL de fago y 0,5 mL de adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis MO —
USA), en dos jeringas distintas y se las conectd con ayuda de una manguera flexible, se mezcld
vigorosamente por 10 a 15 minutos hasta formar una emulsion homogénea blanquecina que fue
utilizada para la inmunizacion. Se realizé el mismo procedimiento para cada fago aislado.

La inmunizacidn se realiz6 por duplicado para cada fago en 6 pollos Broiler de 8 semanas,
identificados por un anillo metalico en la pata derecha. Se inoculé 1 ml de la emulsién en el
musculo pectoral de cada animal a los dias 0, 8, 21 y 52. En el dia 60 los animales fueron
sacrificados mediante la inoculacion peritoneal de Eutanex (0,3 mL por cada Kg de peso). Luego
se extrajo la sangre arterial por puncion cardiaca, se dejé coagular a temperatura ambiente y se
obtuvo el suero por centrifugacion a 1000g por un tiempo de 15 minutos. EIl suero se distribuyo
en viales de 2 ml y se almacend a -20°C. La granja de pollos usada en este estudio se construyo en

una propiedad privada en Pelileo-Ecuador

Determinacion de la Actividad Neutralizante de los Anticuerpos Producidos

Se realizaron 5 diluciones seriadas 1 en 10 del fago aislado Ph115-1 para esto se coloco 5
uL del fago en 45 pL de agua destilada estéril para la primera dilucion 6 10 y asi sucesivamente
hasta la dilucion 107°. Luego se afiadié 50 pL del antisuero antiph115-1 a 50 pL de cada dilucion
de fago y se incubd a 37°C por 30 minutos. Luego de la incubacion, esta mezcla se afiadié a 300
uL de un cultivo de S. Infantis POL115-A en medio liquido con 18 horas de crecimiento y se
repitié el ensayo de produccion de calvas de acuerdo con el protocolo de Benson descrito

anteriormente. Este proceso se repitid para los otros fagos aislados Ph115-2, Ph115-3 y sus
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respectivos antisueros. La ausencia de calvas en el césped bacteriano indica que el suero induce
una actividad neutralizante en los fagos y evita la lisis bacteriana.

Ensayo de Seroneutralizacion Cruzada

Con la técnica anterior se enfrentd 50 pL de una dilucion 107 del fago Ph115-1 frente a 50
uL del antisuero antiph115-2 y 50 uL del antisuero antiph115-3. Este procedimiento se repiti6
enfrentando el fago Ph115-2 a los antisueros 1 y 3, el fago Ph115-3 frente los antisueros 2y 1,y
los fagos F3s2a y F3s16, asi como los fagos M061-16 y M061-17 aislados de otro coctel a los
antisueros, 1, 2 y 3. Las calvas observadas luego de 24 horas de incubacion a 37°C fueron
purificadas siguiendo el protocolo de Maniatis (2012). Las calvas purificadas fueron usadas para

analisis de rango de hospedador mediante Spot Test frente a cuatro cepas de Salmonella Infantis.

Microscopia Electrénica

Todos los fagos aislados en este estudio fueron enviados al Laboratorio de Caracterizacion
de Nanomateriales, CENCINAT de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Un microscopio
electronico de transmision (TEM) (Tecnai G2 Spirit Twin, FEI, Holland) operado a 80 kV fue
usado para observar a los bacteriofagos. Se preparo &cido tungstofésforico (PTA) a una solucion
acuosa del 0,5% (w/v), ajustado a pH 7. Se aplic6 una técnica de tincion negativa de gota Gnica en
la suspension acuosa semipurificada y se utilizaron peliculas de soporte de formvar (malla 300).
El tamafio de los bacteriéfagos en las micrografias se evalu6 utilizando el software analizador de

iméagenes Fiji ImageJ Version 1.53f5.
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ANALISIS DE DATOS

Rango de hospedador de fagos aislados
A partir de un coctel de fagos liticos para S. enterica se aislé 5 fagos los cuales fueron
nombrados como: Ph115-1, Ph115-2, Ph115-3, Ph115-4 y Ph115-5, el rango de hospedador para
los 5 fagos aislados se muestra en la siguiente tabla.
Tabla 4: Rango de Hospedador de 5 fagos aislados contra 18 serotipos de Salmonella enterica
analizados mediante Spot Test. Los fagos fueron calificados de acuerdo con la siguiente
puntuacion: 4: aclaramiento completo, 3: aclaramiento con colonias puntiformes en las calvas, 2:

aclaramiento con turbidez en la zona despejada y 0: no existe aclaramiento. (Huang et al. 2018).
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Ph115-3
2 2 2 2 0 0

Ph115-4
2 2 2 2 0 0

Ph115-5

Se observé que algunos de los fagos aislados mostraron patrones de lisis similares frente a
las cepas de Salmonella utilizadas. Los fagos ph115-1 y ph115-3 fueron liticos para 14 de las 18
cepas de Salmonella y se considerd que probablemente se trata de un mismo fago y se lo nombro
Ph115-1. Al igual que, los fagos ph115-4 y ph115-5 lisan 16 de 18 cepas de Salmonella y estos

se unificaron en el grupo Ph115-3.
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Por otro lado, el fago Ph115-2 probablemente es un fago diferente porque muestra un
patréon de lisis particular. Los fagos Ph115-1y Ph115-2 mostraron un titulo viral de 1x10® UFP/mL
y Ph115-3 de 1x10° UFP/mL.

Ensayo Sueroneutralizacion

La inoculacion en pollos produjo 3 antisueros, denominados como: antiphl15-1,
antiph115-2 y antiph115-3. Se determiné la actividad neutralizante de estos antisueros frente a
diferentes diluciones de fagos. Se observd neutralizacion completa desde la dilucion 102 (1/1000)

hasta 10~ (1/100000) (llustracion 4).

PHAGE PH115-1 PHAGE PH115-2

lHustracion 4: Resultados del ensayo de suero neutralizacion A) Neutralizacion del fago Ph115-1
diluido hasta 10y 10 B) Neutralizacion del fago Ph115-2 diluido hasta 10*y 10 C)
Neutralizacion del fago Ph115-3 diluido hasta 10y 107, Para los controles se utiliz6 una

dilucion 107 de cada fago sin ser incubado con antisuero.
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Pudimos observar que todos los antisueros pudieron neutralizar a los fagos Ph115-1 y

Ph115-2 por lo tanto fueron clasificados bajo un mismo grupo serolégico denominado grupo I, el

Fago M061-16 fue neutralizado Unicamente por el antisuero antiph115-2, por lo tanto se colocé en

el grupo seroldgico 11, el fago Ph115-3 Gnicamente fue neutralizado por el antisuero antiph115-3

por lo tanto se fue clasificado bajo el grupo seroldgico 111, y los fagos F3S1 Delta, F3S2 Alfa 'y

M061-17 no fueron neutralizados por ningun antisuero por lo tanto se clasificaron bajo el grupo

seroldgico 1V (Tabla 5, llustraciones 5 y 6).

Tabla 5: Resultados del ensayo de suero neutralizacion, + indica neutralizacion, - indica no

neutralizacion. Todos los fagos fueron usados a una dilucion final de 1/1000. Los colores rojos

mas obscuros muestran las reacciones homologas del antisuero con su fago correspondiente y los

rojos mas claros muestran reaccion con otros fagos no correspondientes.

Serological Group

Phage
Antiserum

antiph115-1

antiph115-2

antiph115-3

Ph115-1

F3sS1 F3S2
Ph115-2 | MO061-16]|Ph115-3 MO061-17
Delta Alfa
+ - - - - -
+ - - - -
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1. PHAGE M061-16

2. PHAGE M061-17

lustracion 5: Ensayo de sueroneutralizacion de los fagos 1) M061-16 y 2) M061-17 frente A)
antiph115-1 B) antiph115-2, C) antiph115-3. La dilucién usada para cada fago fue de 1/1000.

Ensayo Control: Fago sin antisuero.
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CROSS SERA-NEUTRALIZATION ASSAY

E .
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antiph115-1
oy ;
1 VSN ‘
I b " 4
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e - - .
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Antiserum
antiph115-3

lustracion 6: Resultados de ensayos de sueroneutralizacién cruzada para A) Fago Ph115-1 B)
Fago Ph115-2 C) Fago Ph115-3 D) Fago M061-16 E) Fago M061-17. La dilucién usada para

todos los fagos fue de 1072,

Se pudo aislar dos nuevos fagos denominados F3s2a y F3s16. El fago F3S1 Delta tiene
una morfologia de calvas pequefias y separadas, el fago no es neutralizado por ningun antisuero
producido, mostrando la misma morfologia de calvas con todos los antisueros (llustracion 7). El
Fago F3s2a produce calvas ligeramente més grandes que F3s16 y al igual que este no es
neutralizado por ningln antisuero, es mas el Fago F3s2a produce lisis confluente al enfrentarse a
antiPh115-2 y produce calvas de lisis aisladas al enfrentarse a antiPh115-1 y antiPh115-3

(Mustracion 8).
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PHAGE F3S1 Delta

lustracion 7: Ensayo de sueroneutralizacion del fago F3s16 frente a: A) antiph115-1 B)
antiph115-2 C antiph115-3. La dilucién usada para el fago fue de 1/1000. Ensayo Control: Fago

sin antisuero

PHAGE F3S2 Alfa

lustracion 8: Ensayo de sueroneutralizacion del fago F3s2a frente A) antiph115-1 B) antiph115-
2, C) antiph115-3. La dilucién usada para el fago fue de 1/1000. Ensayo Control: Fago sin

antisuero.
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La microscopia electrénica indica que el fago F3s2a tiene una cabeza icosaédrica de 93.3
nm y una cola larga no contréctil de 104,1 nm sugiriendo que pertenece a la familia Siphoviridae.
Mientras que el fago F3s16 tiene una capside icosaedrica de 73,4 nm y una cola corta no contréctil

de 13,8 nm indicando que pertenece a la familia Podoviridae (llustracion 9).

A "'-‘ B

[lustracion 9: Micrografias tomadas mediante TEM, A) F3s2a B) F3s13, escala 500 nm

Finalmente se determind el rango de hospedador de los dos nuevos fagos aislados y de los
fagos aislados previamente frente a 4 cepas de Salmonella Infantis (Tabla 6). Estas cepas se
escogieron debido a que son representativas de cepas altamente resistentes (U4232 R1 y U4239
R4) o altamente sensibles (U4417 H7 y U4279 H3) a la actividad litica de fagos aislados en
estudios previos. Todos los fagos aislados en este estudio tuvieron una fuerte actividad litica frente
a las cepas U4417 H7 y U4279 H3, pero solo el fago F3s16 pudo lisar a las cepas mas resistentes

U4232 R1y U4239 RA4.



Strain | U4417 H7 |U4279 H3
Phage Infantis | Infantis

Ph115-1

Ph115-2

Ph115-3

F3s16

F3s2a

Tabla 6: Rango de Hospedador de Fagos aislados frente a 4 cepas de Salmonella Infantis, se

utilizé un sistema de puntuacién de actividad litica que indica 4: aclaramiento completo, 3:

U4232 R1| U4239R4
Infantis | Infantis
0 0
0 0
0 0
2 2
0 0
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aclaramiento con colonias puntiformes en las calvas, 2: aclaramiento con turbidez en la zona

despejada y 0: no existe aclaramiento. (Huang et al. 2018).

Microscopia electronica

El fago Ph115-1 muestra una capside icosaédrica de 98,88 nm (+1 nm) y una cola contractil

de 79,50 nm (£1), esto sugiere que pertenece a la familia Myoviridae. El fago Ph115-2 muestra

una capside icosaédrica de 124 nm (1 nm) y una cola contractil de 95 nm (£1), sugiriendo que

forma parte de la familia Myoviridae. El fago Ph115-3 tiene una cabeza icosaédrica de 87,21 nm

(1 nm) y una cola corta no contractil de 31,54 nm, indicando que este fago posiblemente pertenece

a la familia Podoviridae (Ilustracion 10).
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lustracion 10: Micrografias de los fagos aislados tomadas mediante TEM, A) Fago Ph115-1, B)

Ph115-2 C) Ph115-3 D) F3s2a E) F3s13. Escala 500 nm
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DISCUSION

La caracterizacion de bacteriéfagos es de vital importancia previo a la aplicacion de fagos
como terapia para reducir la colonizacion bacteriana. La habilidad del sistema inmunitario para
inducir anticuerpos especificos contra los fagos fue una de las primeras propiedades usadas para
su clasificacion y de acuerdo con Duff & Wyss (1961). Los estudios cinéticos de la neutralizacion
de los fagos mediante antisueros indican que los fagos pertenecientes a un mismo grupo serolégico
son idénticos o estrechamente relacionados. En nuestro estudio, clasificamos a los fagos aislados
en cuatro grupos serologicos.

Observamos que los fagos Ph115-1 y Ph115-2, al tener el mismo grupo seroldgico,
posiblemente pueden considerarse como un mismo fago y poseen las mismas proteinas
estructurales. Segun la microscopia electronica, estos dos fagos probablemente pertenecen a la
familia Myoviridae. De acuerdo con Switt, et al (2015) el fago de Salmonella SPN3US que también
pertenece a la familia Myoviridae, es uno de los pocos fagos que utiliza el flagelo bacteriano como
receptor para iniciar la infeccion viral. En nuestro estudio observamos que los fagos Ph115-1 y
Ph115-2 se encontraron cerca de estructuras flagelares (Anexo Ay B) indicando que posiblemente
estan relacionados con el fago SPN3US. Segun Dabrowska, et al. (2014), la mayoria de los fagos
Myoviridae poseen proteinas esenciales de la capside, gp23* y gp24* y dos proteinas no esenciales
Hoc y Soc, siendo las proteinas gp23* y Hoc las mas inmunogénicas. Majewska, et al. (2019 ), en
un estudio sobre la inmunogenicidad de diferentes proteinas de la capside de bacteriofagos T4,
indican un aumento en la respuesta de anticuerpos IgG especificos frente a las proteinas
estructurales Mcp y TmpH, proteinas estructurales de la cabeza y de la cola respectivamente,
ademas se observo un alto nimero de copia de estas dos proteinas en el genoma de los viriones.

Segun la microscopia electrdnica, los fagos Ph115-1y Ph115-2 son similares a tipo T4 y es posible
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que tengan un mayor nimero de copias de las proteinas esenciales de la capside gp23*, proteinas
MCP o proteinas de la cola TmpH y esta sea la razon por la que fueron reconocidos facilmente por
todos los antisueros.

Observamos que el fago M061-16 solo fue neutralizado por el antisuero antiph115-2, esto
indica que el antisuero producido por el fago Ph115-2 contiene anticuerpos neutralizantes que
reaccionan con antigenos presentes en los fagos Ph115-1, Ph115-2 y M061-16, indicando que estos
fagos tienen estructuras antigénicas en comin. Segun Buangsuwon (1966), diversas respuestas
serologicas son causadas por propiedades antigénicas en los fagos, dando la posibilidad de asumir
que los fagos estan relacionados estructuralmente. Esto pudimos comprobarlo con los fagos
Ph115-1 y Ph115-2 que pertenecen a la familia Myoviridae, pero no con el fago M061-16 que
pertenece a la familia Podoviridae, indicando que no siempre los grupos seroldgicos nos indican
similitud morfoldgica.

El fago Ph115-3, que pertenece al grupo serologico 11, no pudo ser neutralizado por 2 de
los antisueros usados (antiphl15-1 y antiphl115-2) y por lo tanto debe poseer estructuras
inmunogénicas diferentes. La microscopia electronica mostro que el fago Ph115-3 posiblemente
pertenece a la familia Podoviridae y tiene similitudes morfoldgicas con los fagos tipo P22 que
infectan al serotipo Typhimurium (Butler & Chamberlin, 1982; Islam, Hu, Mizan, Yan, & Nime,
2020 ). Es conocido que el fago P22 presenta un ciclo lisogénico, pero Zino et al (2014) muestran
una fuerte actividad litica de P22 frente a 12 cepas de Salmonella spp. Es posible que el fago
Ph115-3 sea una variante de este fago, pero con actividad litica frente a S. Infantis; los fagos P22
tienen la habilidad de empezar el proceso de infeccién uniéndose al antigeno O de Salmonella
enterica (Switt, y otros, 2015), es posible que el fago Ph115-3 posea esta misma habilidad y por

ello no fue neutralizado por los antisueros producidos.
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Segln Buangsuwon (1966), los fagos que comparten antigenos generan respuestas
seroldgicas similares, en nuestro estudio observamos que los fagos M061-17, F3s18 y F3s2a no
fueron neutralizados por ningun antisuero producido, esto da la posibilidad que los fagos son
diferentes antigénicamente y no comparten estructuras con los fagos Ph115-1, 2y 3.

La microscopia mostré que el fago F3s2a, que pertenece a la familia Siphoviridae, se
localizaba cerca de varias estructuras flagelares (Anexo C), esto sugiere la idea de que el fago
utiliza receptores localizados en el flagelo para iniciar la infeccidn viral. Segn Switt, et al (2015),
el fago X (Chi), que es un representante de la familia Siphoviridae, ataca Unicamente a cepas
motiles de Salmonella enterica y lo hace uniéndose al filamento del flagelo bacteriano mediante
fibras de su cola, esto sugiere que el fago F3s2a podria estar relacionado con el fago X. Por el
contrario, la morfologia del fago F3s16 nos indica que pertenece a la familia Podoviridae y su
fuerte actividad litica nos sugiere que podria estar relacionado con los fagos tipo T7 o tipo Sp6,
gue son conocidos como los fagos mas virulentos de la familia Podoviridae y que infectan a los
serotipos S. Typhimurium y S. Enteritidis respectivamente (Buttler, 1982).

Como se ha visto en otros biomas estudiados, el viroma de aguas residuales estd dominado
por bacteriofagos. En el estudio de Cantalupo et al, (2011) se tomaron muestras de aguas residuales
y de estas se obtuvieron 46408 lecturas de alta calidad que coincidian con secuencias de virus, el
81% de las secuencias obtenidas se relacionaban a bacteri6fagos. En las muestras de aguas
residuales predominaron secuencias de fagos de cinco familias: Microviridae (37%), Siphoviridae
(24%), Myoviridae (17%), Podoviridae (14%) e Inoviridae (3%). Estas familias de fagos se
asociaron a 24 especies bacterianas pero la mitad de las lecturas se relacionaron a fagos que
infectan a enterobacterias (Cantalupo, Calgua, Zhao, & Hundesa, 2011). Sin embargo, la

diversidad de fagos encontrada en aguas residuales generalmente es menor a la diversidad
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encontrada en ambientes marinos, en heces humanas y en suelos, también se estima una carga viral
en aguas residuales de 108 viriones de fagos por mL (Runa, Wenk, Bengtsson, & Jones, 2021). En
nuestro estudio pudimos aislar bacteriéfagos pertenecientes a las familias Myoviridae,
Siphoviridae y Podoviridae, como otros autores lo han mencionado (Cantalupo, Calgua, Zhao, &
Hundesa, 2011), estos fagos fueron liticos contra enterobacterias, especificamente contra
Salmonella enterica serotipo Infantis. Indicando la posibilidad de que, en nuestro pais, las aguas
residuales contienen una gran cantidad de viriones liticos contra enterobacterias, pero con una baja
diversidad en sus familias.

De acuerdo con Zhang, et al (2010) los cocteles aislados de aguas residuales enfrentados a
S. enterica serotipos Infantis, Enteritidis y Typhimurium generalmente se componen de fagos con
cola, del orden Caudovirales. Estos fagos tienen colas cortas y contractiles (Familia Myoviridae o
Podoviridae) o largas y no contractiles (Familia Siphoviridae) (Ackermann & DuBow, 1987). De
igual forma, diversos andlisis gendmicos, clasifican a los fagos de Salmonella en 5 grupos: tipo
P27, tipo P2, lambdoideos, tipo P22 y tipo T7 (Switt, et al, 2014). De acuerdo con Korf, et al.
(2020 ) un criterio importante para la composicion de fagos dentro de un coctel es el rango de
hospedador de cada fago individual; generalmente se espera que los rangos sean parcialmente
superpuestos y complementarios, esto lo pudimos observar en nuestro estudio, los 5 fagos aislados
compartieron serotipos de Salmonella enterica en su rango de hospedador.

El rango de hospedador nos permitié determinar la actividad litica de los fagos aislados
frente a cepas sensibles y resistentes de Salmonella Infantis aisladas de granjas de pollos, se
observo que solo el fago F3s16pudo lisar las cepas bacterianas resistentes U4232 R1y U4239 R4.
Como lo mencionamos anteriormente, el fago F3S1 Delta posiblemente pertenece a la familia

Podoviridae y estd relacionado con el fago tipo Sp6, este fago puede infectar los serotipos
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Typhimurium y Newport mediante reconocimiento de receptores presentes en el antigeno O de la
membrana, pero recientemente Gebhart, et al. (2017) encontraron que este fago puede codificar
una segunda proteina de la cola que le permite aumentar su rango de hospedador, esto nos
explicaria porque el fago F3S1 Delta pudo lisar un mayor nimero de serotipos de Salmonella que
el resto de los fagos aislados, pero se recomienda realizar estudios genémicos para comprobar las
similitudes entre el fago F3S2 Delta y el fago SP6.

La adsorcién de fagos hacia sus hospedadores bacterias es el primer paso para la infeccion,
este paso es complicado para el fago puesto que requiere reconocer componentes celulares
especificos en su hospedador, es por ello por lo que diversas bacterias han evolucionado diversas
barreras para evitar la adsorcion del fago (Labrie, Samson, & Moineau, 2010). En Salmonella
Typhimurium se han identificado 3 tipos de receptores, flagelares (reconocidos por 11 tipos de
fagos), la proteina BtuB de la membrana externa captadora de vitamina B12 (reconocida por 7
fagos) y el antigeno O relacionado a lipopolisacarido (reconocido por 7 fagos) (Shin, y otros,
2012). Es posible que las cepas resistentes U4232 R1 y U4239 R4 tengan mutaciones en estos
receptores, impidiendo la actividad litica de los fagos aislados, siendo la Unica excepcion el fago

F3S1 Delta que si pudo lisar a estas cepas resistentes.
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CONCLUSIONES

Los ensayos seroldgicos son una herramienta eficiente que se suma al resto de técnicas
utilizadas para la caracterizacion de bacteriéfagos. En nuestro estudio encontramos que el ensayo
de sueroneutralizacién muestra resultados prometedores a la hora de aislar y caracterizar fagos de
acuerdo con sus propiedades seroldgicas, el cual junto a la microscopia electrénica puede dar
informacion preliminar sobre un fago aislado.

Las aguas residuales muestran ser una fuente constante de bacteriéfagos frente a diversos
serotipos de Salmonella enterica. En nuestro estudio aislamos bacteriofagos contra Salmonella
spp. que pertenecian a las familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae. Estas familias de
fagos han sido reportadas, en varios estudios, como comunes en aguas residuales. Esto nos muestra
que la biodiversidad de fagos presente en aguas residuales es menor de la que se pensaba
anteriormente y la busqueda de fagos contra Salmonella spp. deberia realizarse en méas nichos
ecologicos.

La blsqueda y caracterizacion de nuevos bacteridfagos es de suma importancia antes de la
utilizacion de estos en terapias para reducir la colonizacion por Salmonella en aves de corral,
especialmente frente a los serotipos multirresistentes que estan siendo seleccionados por el uso
indiscriminado de antibioticos en la industria. Una preocupacion que se da para el uso de los fagos
como terapia es el aparecimiento de cepas bacterianas resistentes a la actividad litica de estos y la
solucion a este problema es el uso de cocteles de diferentes fagos con grandes rangos de
hospedador, aqui la caracterizacion es critica, puesto que se debe garantizar la seguridad de cada
fago que forma parte del coctel, y el uso de varias herramientas para la caracterizacion, como el

ensayo de sueroneutralizacion, nos sera de gran ayuda en el biocontrol de Salmonella.
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Anexo A: Micrografia del ambiente donde fue encontrado el fago Ph115-1 (circulo rojo), se
observa cerca de estructuras flagelares (Flecha roja)
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Anexo B: Micrografia del ambiente donde fue encontrado el fago Ph115-2 (circulo rojo), este fago
se encontrd cerca de estructuras flagelares bacterianas (flecha roja).
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Anexo C: Micrografia del ambiente donde fue encontrado el fago F3s2a (circulo rojo), este fago
se encontrd cerca de estructuras flagelares bacterianas (flecha roja)



