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RESUMEN

Salmonella enterica tiene como principal reservorio a las aves de corral y la presencia de este
patdgeno en alimentos derivados de animales de crianza ha hecho que se use de manera
indiscriminada antibioticos, provocando el aumento de la resistencia a antimicrobianos. Una
alternativa para el control de Salmonellaes el uso de bacteri6fagos (virus que infectan
especificamente bacterias), en la industria avicola y alimentaria. El objetivo de este estudio fue
propagar un coctel de bacteri6fagos con méxima actividad litica para Salmonella entérica. Los
bacteridfagos fueron aislados del Rio Machéangara. Para esto, se evalud la actividad litica de 10
cocteles y el que mostré mayor lisis bacteriana fue propagado a un volumen final de 2000 mL y
presentd un titulo viral de 5x107UFP/mL. Este coctel se diluyé a un titulo final de
10* UFP/mL para ser aplicado en un galpén de pollos mediante dos vias de administracion (oral
y aspersion). La ausencia de Salmonellaen los ciegos de los pollos que recibieron el

tratamiento demostro 100% de efectividad de la fagoterapia.

Palabras claves: Salmonella, fagos liticos, propagacion, titulo viral, fago terapia.



ABSTRACT

Salmonella enterica has poultry as its main reservoir and the presence of this pathogen in food
derived from farm animals has driven the indiscriminate use of antibiotics, provoking the
increase in antimicrobial resistance. An alternative for Salmonella control is the use of
bacteriophages (viruses that infect specifically bacteria) in the food and poultry industries. The
aim of this study was to propagate a bacteriophage cocktail with maximum lytic activity for
Salmonella enterica. The bacteriophages were isolated from the Machangara river. For this,
we evaluated the lytic activity of 10 cocktails and one that showed the most bacterial lysis was
propagated in a final volume of 2000 mL and presented a viral titer of 5x10" PFU/mL. This
cocktail was diluted to a final titer of 10* PFU/mL to be administered in a chicken shed by to
different ways (oral and aspersion). The absence of Salmonella in the chicken’s ceca that

received the treatment demonstrated a phage therapy of 100% effectivity.

Keywords: Salmonella, lytic phages, spread, viral titer, phage therapy.
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INTRODUCCION

Salmonella enterica es un bacilo flagelado Gram negativo, que se divide en 6
subespecies: S. enterica sub. enterica, S. enterica sub. arizonae, S. enterica sub. salamae, S.
enterica sub. houtenae, S. enterica sub. diarizonae, S. enterica sub. indica y se ha descrito mas
de 2600 serotipos (Grimont & Weill, 2007). S. enterica es un microorganismo patégeno
zoonoOtico que provoca enfermedades de transmision alimentaria o0 ETAS en el ser humano
(Flores, 2017). Su virulencia, resistencia, prevalencia y capacidad infectiva le han hecho el
centro de interés de varias investigaciones (Lamas et al., 2018). S. enterica infecta el tracto
intestinal principalmente de animales de sangre caliente y humanos, y hay serotipos que pueden
infectar a ciertos animales de manera asintomatica, convirtiéndolos en reservorio; este es el
caso de animales destinados al consumo humano como gallinas, pollos, patos, entre otros

(Lamas et al., 2018).

Las aves de corral son una de las principales y mas importantes fuentes de propagacion
de Salmonella enterica; y por lo general se encuentra altas prevalencias alrededor de un 15.9%
en galpones de granjas avicolas de pollos de engorde en la provincia de Pichincha- Ecuador
(Vinueza-Burgos et al., 2016; Wang et al., 2020). La carne de pollo, gallina, pato, derivados de
estos como huevos, entre otros productos provenientes de granjas avicolas, se han asociado
frecuentemente con brotes de gastroenteritis por salmonelosis, que, aunque generalmente es

autolimitada, podria presentar cuadros severos (Lamas et al., 2018).

En aves, la transmision de Salmonella enterica se puede dar de manera horizontal o
vertical. La transmision vertical se da por medio de la infeccidn transovarica, cuando el ave de
corral se encuentra infectada y transmite la infeccién al huevo. Por otro lado, la transmisién
horizontal da por medio de aerdégenos y contaminacion fecal-oral ya sea en agua, alimentos o
también por contacto directo con animales infectados, en el caso de las personas que trabajan

en granjas avicolas (Wibisono et al., 2020).
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La presencia de S. enterica en animales de crianza y la contaminacion de los alimentos
derivados de estos ha llevado a la utilizacion indiscriminada de antibioticos en el sector
ganadero, avicola, acuicola, etc. para poder precautelar la salud de los consumidores (Wang et
al., 2020). Sin embargo, esto ha causado el incremento de la resistencia a antibidticos
habiéndose reportados inclusive aislados MDR (Multirresistentes) de S. enterica asi como,
resistencia a un amplio rango de antibiéticos como penicilina, fluoroquinolonas,
cefalosporinas, sulfonamidas, aminoglucosidos y tetraciclinas (Jajere, 2019; Quiroz et al.,

2016).

Los antibi6ticos son usados como método de crianza intensiva de ganado, aves de
corral, peces, etc. a su vez se aplican con fines terapéuticos para la prevencion y el tratamiento
de enfermedades causadas por bacterias (Jajere, 2019). Asimismo, como promotores de

crecimiento para efectivizar el tiempo de desarrollo de estos animales (Wibisono et al., 2020).

Una alternativa para el tratamiento de microorganismos resistentes a antimicrobianos
es el uso de bacteriéfagos, que son virus que infectan especificamente a bacterias (D. I.
Kurtbdke, 2012). Se los encuentra ampliamente distribuidos en la biosfera, por lo que se los

considera las entidades mas abundantes dentro de la Tierra (Fons, 2011).

Los fagos se clasifican dependiendo el tipo de infeccidn que realicen, litica o lisogénica
(D. I. Kurtbdke, 2012). En la infeccion litica el fago inserta su material genético en la bacteria
y utiliza el material celular de la hospedadora para poder replicarse y producir viriones que al
ser liberados provocan lisis celular de la bacteria hospedadora (Fons, 2011). Por otro lado, en
el ciclo lisogénico el material genético que inserta el fago en la célula se integra al genoma
bacteriano, por lo que las siguientes generaciones heredaran el ADN bacteriano en el cual se

encuentra integrado el genoma viral (D. I. Kurtboke, 2012).
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Las propiedades antimicrobianas, capacidad litica, rango especifico de hospedador,
distribucion ubicua hace de los fagos candidatos seguros para tratar bacterias multirresistentes
(Moye et al., 2018). Por lo que se los ha utilizado como controles biologicos para inhibir el
crecimiento de microrganismos como Salmonella (Chen et al., 2018). Esto con el fin de mejorar
la seguridad de los alimentos y prevenir infecciones futuras (Dallal et al., 2019). Se ha
demostrado la eficacia del uso de bacteri6fagos para tratar infecciones bacterianas en animales

(Flores, 2017).

Siendo una alternativa para el tratamiento e inhibicion de S. enterica se plantea el uso
de bacteri6fagos dentro de la industria avicola y alimentaria (Quiroz et al., 2016). Se ha
caracterizado la actividad litica de varios fagos contra S. enterica mostrando una disminucion
de los contajes de esta bacteria en superficies o directamente en alimentos (Kosznik-Kwasnicka
et al., 2020). Los bacteriofagos para S. enterica caracterizados pertenecen al orden de
Caudovirales, familias Siphoviridae, Myoviridae y Podoviridae (Moreno Switt et al., 2015).
La gran mayoria de bacteriéfagos se restringen a cepas y serovares especificos, por lo que la
aplicacion de mezclas de fagos con capacidad litica es necesaria para un ampliar el rango de

hospedadores (Kosznik-Kwasnicka et al., 2020).

Actualmente existen fagos y cocteles de fagos para Salmonella enterica que han sido
ya comercializados. Este es el caso de SalmoFresh™ un coctel de fagos disefiado para su
aplicacion en alimentos contaminados por Salmonella, como carne de pollo. Este producto
contiene 6 fagos liticos para varios serovares de Salmonella entre los que se encuentran
Enteritidis, Hadar, Typhimurium, Infantis, Heidelberg, Newport y Agona (Intralytix, n.d.).
Otro producto comercial que contiene fagos de Salmonella es Salmonelex™ usado como

biocontrol en carne y vegetales (Sailema & Calero, 2020).
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En Ecuador se conoce poco sobre proyectos relacionados con fagoterapia. Sin embargo,
con los afios esto se ha incrementado y se ha llevado a cabo proyectos de aislamiento de
bacteri6fagos para industrias avicolas, esto por la creciente demanda de consumo de carne de
pollo. En 2016, se reporta un estudio llevado a cabo en la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE donde se aislaron cocteles de fagos liticos para S. enterica provenientes de plantas de
procesamiento de aves de corral en Ecuador el cual demostrd ser un tratamiento eficaz para la

disminucion del crecimiento de S. enterica (Quiroz et al., 2016).

Por otro lado, en la Universidad Técnica de Ambato se asilaron 26 fagos para
Salmonella a partir de aguas residuales de rios de las provincias de Tungurahua y Cotopaxi los
cuales demostraron actividad litica para 5 serovares de Salmonella: Enteritidis, Infantis,

Kentucky, Typhimurium y Pullorum (Sailema & Calero, 2020).

Con estos antecedentes, el objetivo de este estudio fue propagar un coctel de
bacteri6fagos aislados del Rio Machangara, con maxima actividad litica frente S. enterica y la

aplicacion en un galpon de pollos en una granja avicola.
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METODOS

Cepas de Salmonella enterica
Se emplearon 10 cepas de Salmonella enterica (U3859H9, U4117H7, U4132H2,
U4135H6, U4232R1, U4234R2, U4236R3, U4239R4, U4279H3, U4283H8) aisladas del

entorno de granjas avicolas.

Fagos liticos para S. enterica

Los cocteles de fagos fueron previamente aislados en el Instituto de Microbiologia de
la Universidad San Francisco de Quito. Se evalud la actividad litica de 10 cocteles de
bacteriofagos (M-U3859H9, M-U4117H7, M-U4132H2, M-U4135H6, M-U4232R1, M-
U4234R2, M-U4236R3, M-U4239R4, M-U4279H3, M-U4283H8) aislados a partir de agua

del rio Machangara.

Revitalizacion de cepas de Salmonella enterica

Las cepas de S. enterica utilizadas se encontraban congeladas en medio skim milk con
10% de glicerol a -80 °C. Para revitalizar cada cepa, se raspd suavemente con un hisopo estéril
la superficie del cultivo congelado en el criovial, se agité por 10 segundos el hisopo en 5 mL

de medio de cultivo liquido TSB (Tryptic Soy Broth) y se incub6 a 37 °C por 18 horas.

Ensayo de actividad litica, técnica spot test

En la base de cajas Petri con Agar Nutritivo suplementado con 0.2% de MgCl.se dibujo
una cuadricula con 12 espacios, para 10 cocteles, 1 control positivo y un control negativo
(Figura 1). De cada cultivo se tom6 un indculo con un hisopo estéril y se sembrd “en césped”
sobre la superficie del medio Agar Nutritivo con MgCl.,. Luego, en cada espacio se coloco 2
ML de cada coctel de bacteriofagos (10 cocteles) y 2 pL del control positivo, que es un coctel
cuya actividad litica habia sido probada previamente. En el Gltimo espacio no se coloco fagos,

correspondiendo al control negativo. Se dejo que se adsorbiera por 30 minutos el spot de
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bacteriofagos y se llevd a incubacion (las cajas invertidas) durante 24 horas a 37 °C. Este

procedimiento se repitio para cada una de las 10 cepas de S. enterica.

Para evaluar la actividad litica de los cocteles de fagos se empled una escala de
puntuacién (Huang et al., 2018) en la cual se asigna 4 a una zona de lisis completamente clara,
3 a una zona de lisis despejada, pero que presenta un fondo borroso, 2 cuando se presenta
turbidez en la zona de lisis, 1 cuando se presentan pocas y pequefias zonas de lisis individuales,

y 0 cuando no se presenta una zona de lisis (Figura 2).

Propagacion del coctel de fagos liticos

Se selecciono el coctel que mejor actividad litica presentaba, que fue el coctel M-
U4117H7 para enriquecer y propagar (aumentar el volumen y nimero de bacteriéfago). Para
esto, se utilizé el método de Benson (1980) para el enriquecimiento de fagos en el medio de

cultivo DSPB (Decca Strength Phage Broth), cuya composicidn se presenta en la Tabla 1.

Se realizé la propagacion a 2000 mL de coctel M-U4117H7, en cuatro dias sucesivos,
obteniéndose 10, 100, 1000 y 2000 mL de coctel en los dias 1, 2, 3y 4, respectivamente. Para
la propagacion se partio de ImL de coctel M-U4117H7 y se calculd los volimenes necesarios
de agua destilada, cultivo de Salmonella enterica U4117H7 y medio de cultivo DSPB para
cada dia de propagacion hasta obtener el volumen final de 2000 mL de coctel, como se muestra
en el anexo A. Se realiz0 el ensayo spot test a los volumenes parciales del coctel para verificar

su actividad litica.

Al volumen final de 2000 mL se lo dividio en dos, en recipientes de 1000 mL y se llevo
a centrifugacion a 6000 rpm durante 30 minutos. Para cada volumen de 1000 mL se aplicé un
tipo de filtracién: al uno filtracion simple y al otro, doble. La primera se llevo acabo por medio

de una membrana Milipore Merck con un poro de 0.45 um, y en la segunda se utiliz6 una
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membrana Milipore Merck con un poro de 0.45 um en la primera filtracion y una membrana

con un poro de 0.22 um en la segunda.

Evaluacion del titulo del coctel de fagos

Para determinar el titulo de los cocteles se realizo el ensayo de doble capa, para lo que
se preparé agar nutritivo sélido (1.5% agar) y semisdlido (0.7% agar) suplementados con 0.2%
de MgCI2. En la base de las cajas Petri se dibujo una cuadricula y al medio semisolido se

mantuvo en bafio maria a 50 °C para conservarlo en forma liquida.

El primer paso para el ensayo fue la preparacion de diluciones seriadas del coctel M-
U4117H7 (10 a 10®), para lo cual se tom6 10 pL de coctel original y se mezclé con 90 pL de
agua destilada estéril (dilucion 107), luego, 10 pL de esta se mezcld con 90 L de agua y asi

sucesivamente hasta la dilucion 10°®; se utilizo un vértex para homogeneizar las diluciones.

A 4 mL del medio semisélido se afiadio 200 pL de cultivo de Salmonella enterica
U4117H7, se agité cuidadosamente, se vertio esta mezcla sobre el medio sélido y se dejé
solidificar. Una vez solidificado se afiadio 2 pL de cada una de las 8 diluciones del coctel M-
U4117H7 sobre el cultivo en doble capa, se dejé en reposo para su absorcion durante 1 hora a

temperatura ambiente (22 °C) y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

Para el calculo del titulo del coctel de fagos se tomo en cuenta la dltima dilucién en la

cual se observo lisis celular, y se empled la formula:

UFP # Calvas
mL ~ Volumen inoculado x Dilucién(tltima donde hubo lisis)

Para lo cual se contabiliza el niUmero de calvas (zonas de lisis) presentes, a este numero
se lo divide al producto del volumen inoculado en mL por la ultima dilucion en la cual se
presento lisis celular. Con lo que se obtiene el nimero de Unidades formadoras de placa por

mililitro.
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Aplicacién de fagos en un galpdn de una granja avicola

La aplicacién de fagos se realiz6 en un galpén de pollos de una granja. Las vias de
aplicacion fueron: por via oral con la administracion del coctel de fagos en el agua de bebida
de los pollos y por aspersion en el galpén por medio de una bomba manual en la cual se
encontraba el coctel de fagos diluido en agua. El dia 1 se realizaron dos aplicaciones una por
via oral y otra por aspersion. Los dias 2 y 3 los fagos fueron aplicados por aspersion. Para las

dos aplicaciones el coctel fue diluido en agua previo a la administracién en pollos.

Para evaluar la efectividad del coctel de fagos se realiz6 un muestreo e investigacion de
Salmonella antes y después de la aplicacion de bacteriéfagos. EI muestreo previé a laaplicacion
fue tomada mediante zapatones, técnica de muestreo ambiental en donde se utiliza calzas. Estos
son recubrimientos estériles de material absorbente que se coloca en las botas del operador y
toma muestras mientras se camina por el galpén de pollos de 29 dias de edad. Por otro lado, el
muestreo posterior a la aplicacion de los fagos se realizo en los ciegos de 25 pollos de 41 dias

de edad luego del faenamiento.
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RESULTADOS
Los resultados del Spot test para los 10 cocteles de fagos mostraron que, el Gnico coctel
que presentd lisis completa fue M-U4117H7 el cual provenia del Rio Machangara y la cepa
propagadora fue aislada de una granja avicola. EI cual mostré una clasificacion de 4 en la

escala de evaluacidn litica utilizada en este trabajo (Tabla 2).

Durante el proceso de propagacién se obtuvo volimenes parciales de 10, 100, 1000 y
2000 mL en todos ellos se observo la presencia de lisis completa y se asigné una calificacion

de 4 en la escala de actividad litica, ninguno de ellos mostré contaminacion (Anexo B).

En el ensayo doble capa se obtuvo lisis bacteriana hasta la dilucion 10 tanto para la
filtracion doble como simple como se muestra en la Tabla 3. Con este dato se pudo calcular el
titulo viral del coctel propagado el cual fue de 5x107 unidades formadoras de placa por mililitro

(UFP/mL) (Tabla 4).

El titulo final administrado a los pollos tanto por via oral y aspersion fue de 10* unidades
formadoras de placa por mililitro (UFP/mL), esto debido a que los 2 litros de coctel propagado
fueron diluidos en 2000 litros de agua para la administracion en el galpon por via oral y

aspersion.

Como resultado de la aplicacion del coctel M-U4117H7 en una granja avicola se
observo la eliminacién total de Salmonella spp., puesto que en el muestreo inicial el analisis
dio resultado positivo para S. enterica, mientras que 25 muestras de ciegos de pollos faenados

fueron negativas luego de la aplicacion del coctel con actividad litica (Tabla 5).
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DISCUSION

En el presente estudio se evaluo el ensayo spot test para determinar la actividad litica
de 10 cocteles de fagos aislados del Rio Machangara en Quito, provincia de Pichincha. Este
ensayo fue adecuado para determinar la actividad litica de los cocteles. Ya que mostré el coctel
con méaxima actividad litica con una zona de lisis completamente clara. El spot test sirve para
realizar una busqueda o evaluacion de las cepas sensibles a un determinado grupo
de bacteriéfagos se las utiliza para determinar el rango de hospedadores. La ventaja que
presenta esta técnica es que se trata de un ensayo rapido con el cual se obtiene informacion de

la sensibilidad que las cepas bacterianas poseen (Tomat, 2013).

Con el fin de obtener un alto porcentaje de infeccion de la bacteria target para que el
tratamiento con fagos sea eficaz se necesita un elevado titulo viral (Borie et al., 2005). Segun
la bibliografia, un buen titulo para un coctel de fagos contra S. enterica esta dentro de un rango
de 10%-10%° UFP/mL. Con el protocolo empleado en este estudio se obtuvo un titulo de 5x10’
UFP/mL, lo cual constituye un buen titulo para ser empleado en el control del Salmonella en
la crianza de pollos (Sklar & Joerger, 2001; Fiorentin et al., 2010; Bardina et al., 2011; Spricigo,

2012).

En comparacion con otros estudios de asilamiento de fagos de Salmonella llevados a
cabo en Ecuador, el titulo de fagos obtenido se encuentra en el rango requerido para la
aplicacion en aves de corral, y especificamente dentro del pais se ha encontrado titulos de fagos
elevados en un rango de 107-10° UFP/mL (Quiroz et al., 2016; Sailema & Calero, 2020). La
importancia de obtener un titulo elevado de fagos es lograr una reduccién maxima
de Salmonella, ya que se debe mantener una cantidad de bacteri6fago constante en funcion de
la bacteria hospedera (Sailema & Calero, 2020). Existen varios factores que hacen que un
porcentaje de fagos no sean adsorbidos por las bacterias hospederas, 1o que se conoce como

una resistencia de adsorcion, haciendo que se reduzca la interaccion fago-bacteria
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(Hyman & Abedon, 2010). Esto hace que el porcentaje de infeccion disminuya y por

consiguiente la eficacia del tratamiento para la inhibicién de Salmonella (Borie et al., 2005).

En la propagacion del coctel se ensay6 dos metodologias de filtracion al volumen final
obtenido (dos volimenes de 1000 mL). A uno de los volimenes se le aplicd una
filtracién simple y al otro, doble; la primera con una membrana de poro 0.45 um y la segunda
con la misma membrana de poro de 0.45 pum seguida por poro de 0.22 um para prevenir
contaminacion bacteriana. Para el aislamiento de bacteriéfagos de muestras ambientales como
muestras de rio por lo general se utiliza una membrana con un poro de 0.45 um para la filtracion
(Atterbury et al., 2007; Rahaman et al., 2014). Sin embargo, otras investigaciones utilizan
membranas con poros de 0.22 um en una unica filtraciéon como es el caso del estudio de (Chen
et al., 2018; Sailema & Calero, 2020). En el presente estudio se obtuvieron iguales resultados
del titulo viral al aplicar la filtracién simple y doble, confirmando que el uso de la membrana

de 0.45 um es suficiente para garantizar esterilidad bacteriana al filtrado.

El estudio de Quiroz (Quiroz et al., 2016) para el aislamiento de fagos a partir de aguas
residuales de una planta de procesamiento de aves de corral lo realizaron con una filtracién
doble con una membrana poro de 0.45 pum seguida de una con 0.20 um, una metodologia
similar se utiliz6 para el presente estudio realizado. Con el objetivo de reducir la contaminacion
bacteriana ya que, el propdsito de las membranas es que Unicamente se aislen los fagos que son
las Unicas entidades capaces de traspasar la membrana por el tamarfio que poseen (Atterbury et

al., 2007).

El enriquecimiento de bacteriéfagos para su propagacion se realizé con el protocolo
tomado de Benson (1980) en el cual utiliza el medio DSPB (Decca Strength Phage Broth. Este,
al igual que otros medios de enriquecimiento de fagos como lo es MSAs (Modified Scholten’s

Agar) es utilizado en muestras de agua, sedimentos y lodos; ambos comparten en su férmula
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ingredientes similares como la peptona y extracto de levadura, este Gltimo es una fuente de
vitaminas y otros cofactores que promueven el crecimiento de Salmonella por ende de los fagos
que la infectan (Pachon, 2009). Este protocolo fue adecuado para el enriquecimiento y

propagacion del coctel de fagos, pues se obtuvo un buen titulo viral de 5x107 UFP/mL.

El titulo del coctel que se utilizd para el tratamiento del galpén de pollos fue 10
UFP/mL el cual fue aplicado por via oral y por aspersion, segun la bibliografia este titulo se
encuentra dentro del rango para el tratamiento efectivo de Salmonella entérica (Sklar &
Joerger, 2001; Fiorentin et al., 2010; Bardina et al., 2011; Spricigo, 2012). Por lo que se
demuestra en el resultado obtenido de eliminacion de Salmonella en pollos de una granja

avicola.

La principal via de administracion de fagos a los pollos en granjas avicolas es la via
oral (Fiorentin et al., 2010). Otra forma es por aspersion (Borie et al., 2005). En los dos casos
es de vital importancia que la suspension de fagos no se encuentre contaminada por agente
microbianos externos como otras bacterias ya que podria alterar el resultado y la actividad litica
de los fagos administrados (Ardiles, 2009), por ello fue importante en este estudio definir el
método de filtracion que garantice la esterilidad bacteriolégica de la suspension. La
eliminacidn de las bacterias con las cuales se propagaban los fagos es de importancia ya que
restos celulares podrian provocar reacciones indeseadas como una reinfeccion en los pollos
por Salmonella a los cuales se les esta tratando y luego presenten una resistencia a los fagos

administrados (Garcia & Lopez, 2002).

En el presente estudio se logro la eliminacion de Salmonella de un galpén de pollos
luego de la aplicacién de un coctel de fagos, lo que evidencia la capacidad de estos como

control bioldgico de microorganismos patdgenos que pueden causar enfermedad como es el
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caso de Salmonella (Atterbury et al., 2007; Bardina et al., 2011; Borie et al., 2005; Fiorentin et

al., 2010; Henriques et al., 2013; Kosznik-Kwasnicka et al., 2020).

Los fagos que podrian estar presentes posiblemente pertenecen al orden Caudovirales a
las familias: Myoviridae cuya morfologia se basa en una cola, Siphoviridae con una cola larga
y contractil y por Gltimo Podoviridae los cuales se representan con colas corta (Moreno Switt
etal., 2015; Flores, 2017). Ya que, el porcentaje de bacteridfagos caracterizados para la especie
de Salmonella entérica correspondes al 24%, 62% y 14% respectivamente (Moreno Switt et

al., 2015; Flores, 2017).

Para la identificacion de fagos se utiliza dos metodologias una computacional y otra
experimental. En el &rea experimental, es decir in vitro, se lo realiza mediante microcopia
electronica, cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear, también mediante la
caracterizacion fisicoquimica de estos (Orlova, 2012). Por otro lado, en cuanto a metodologias
computacionales por la facilidad de secuenciar genomas se da la identificacion de fagos usando
datos de secuencias gendmicas en varios programas o servidores web como Phage Finder o

PHAST (Zhou et al., 2011).

El rango del hospedador se conoce como aquellas bacterias que un bacteriéfago puede
infectar de manera productiva (Hyman & Abedon, 2010). En este caso las 10 cepas de
Salmonella enterica asiladas de granjas avicolas fueron utilizadas para evaluar el coctel con
mejor actividad litica, con lo que se obtuvo un amplio rango de hospedadores ya que el coctel
M-U4117H7 tuvo un efecto litico en todas las cepas de Salmonella enterica utilizadas en este
estudio. Como muestran otros estudios relacionados los fagos que infectan Salmonella
muestran tener un amplio rango de hospedadores incluyendo varios serotipos (Rahaman et al.,

2014).
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Al ser las entidades méas abundantes del planeta, los fagos se encuentran ampliamente
distribuidos en todos los ambientes posibles como: suelo, agua, mares, etc. (Rahaman et al.,
2014). Gracias a esta caracteristica se los puede asilar de varias fuentes naturales como: aguas
residuales, granjas avicolas (Moreno Switt et al., 2015). Los cocteles de fagos con actividad

litica provienen del Rio Machangara ubicado en la cuidad de Quito.

Este rio presenta una gran contaminacién debido a los efectos antropogénicos, ya que
este cruza las zonas mas pobladas de Quito y recibe grandes descargas de aguas residuales de
origen doméstico e industrial (Campafa et al., 2017). Las aguas residuales se componen de un
efluente liquido y s6lido por lo que albergan grandes cantidades de microorganismos
patégenos que incluyen protozoos, bacterias, helmintos y virus incluyendo a bacteriéfagos
(Campana et al., 2017). La presencia de fagos en aguas residuales se explica con la abundancia
que estos poseen ya que es de 10 a 20 veces mayor que la célula hospedadora (Gaviria et al.,
2012). Por tanto, por la contaminacion que presentan estas aguas hace que se encuentre una
alta diversidad de especies bacterianas por consiguiente se encontrara una alta riqueza de fagos.
Por lo que este tipo de efluentes es una fuente natural para poder aislar fagos de diferentes

especies bacterianas debido a la contaminacion que presenta (Gaviria et al., 2012).

El protocolo empleado fue adecuado y eficaz en la erradicacion de Salmonella en un
galpdn de pollos. Estudios similares reportan una eliminacion del 83-90% de Salmonella
enterica (Atterbury et al., 2007). Las limitaciones se presentan en la realizacion de una Unica
aplicacion del coctel de fagos en un galon de pollos, lo que no puede asegurar la completa
eliminacidn de este patdgeno en granjas avicolas. Ya que se necesitaria mas ensayos similares

para poder asegurar la erradicacion de este patdgeno.
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CONCLUSIONES
Se logré la erradicacion de Salmonella enterica en un galpon de pollos de una granja
avicola por medio de la administracion por via oral y aspersion de un coctel de fagos

liticos con un titulo final de 10* UFP/mL.

No se encontro diferencia entre los cocteles sometidos a filtracion simple y doble, por
lo que se podria concluir que una sola filtracién del coctel por el filtro de 0.45 pm es

suficiente para eliminar cualquier contaminacion bacteriana.

El ensayo Spot test para evaluacion litica resulto ser un método efectivo y rapido para
la determinacion del coctel que producia mayor zona litica lo que mostré de igual

manera la sensibilidad de las cepas de Salmonella frente a los fagos.



TABLAS

Tabla 1 Composicion medio DSPB. Decca Strength Phage Broth.

Peptona 100 gramos
Extracto de levadura 50 gramos
Fosfato (K;HPO,) 80 gramos
Agua destilada 1000 mL
pH 7.6
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Tabla 2 Spot test de cécteles frente a cepas de Salmonella enterica. En la escala de

calificacion de actividad litica del 1 al 4; 4 corresponde a lisis completa y 0 a ausencia de lisis.

Coctel Origen Cddigo Cepa Spot test | Calificacion
propagadora

27 | Rio M- U3859 H9 Lisis 3
Machéngara | U3859H9 incompleta

28 Rio M- U4117 HY Lisis 4
Machangara | U4117H7 completa

29 | Rio M- U4132 H2 No lisis 0
Machangara | U4132H2

30 |Rio M-U4135 | U4135 H6 Lisis 1
Machéngara H6 incompleta

31 Rio M- U4232 R1 Lisis 1
Machangara | U4232R1 incompleta

32 | Rio M- U4234 R2 No lisis 0
Machéngara | U4234R2

33 | Rio M- U4236 R3 No lisis 0
Machéangara | U4236R3

34 | Rio M- U4239 R4 Lisis 2
Machéngara | U4239R4 incompleta

35 | Rio M- U4279 H3 Lisis 1
Machéngara | U4279H3 incompleta

36 | Rio M-U4283 | U4283 H8 | Contaminado 0
Machéngara H8




Tabla 3 Ensayo doble capa de 2000 mL coctel M-U4117H7. Diluciones seriadas con

filtraciones simple y doble, lisis completa hasta 1:10*

M-U4117H7
Filtracion Filtracién Actividad
Dilucién Simple Doble litica
1:10? Lisis completa | Lisis completa 4
1:10° Lisis completa | Lisis completa 4
1: 103 Lisis completa | Lisis completa 4
1:10* Lisis completa | Lisis completa 4
1:10° No Lisis No Lisis 0
1:108 No Lisis No Lisis 0
1:107 No Lisis No Lisis 0
1:108 No Lisis No Lisis 0

Tabla 4 Titulo viral del coctel propagado M-U4117H7. Ausencia de contaminacion (-)

UFP/mL (Unidades formadores de placa sobre mililitro)

Titulo lera Titulo 2da
medicion medicion
M-U4117H7 (UFP/mL) (UFP/mL) | Contaminacion
Filtracién Simple 5x107 5x107 -
Filtracion Doble 5x107 5x107 -
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Tabla 5 Aplicacién de fagos en granja avicola. Ausencia de Salmonella spp. (-), presencia

de Salmonella spp. (+).

Tiempo de muestreo Edad pollos Tipo de Presencia de
(Dias) muestra Salmonella
spp.
Previo a la aplicacion de 29 Zapatones Positiva
fagos
Posterior a la aplicacion 41 Ciego Negativa
de fagos (n=25)
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Figura 1. Diagrama Spot test grupo de 10 c6cteles frente a Salmonella entérica.

27-36 corresponde a los cocteles, M-115 es el control positivo y C- es el control negativo.
Control positivo y coctel 28 presentan lisis completa. Coctel 27, 30, 31, 34, y 35 lisis parcial.

Coctel 29, 32, 33 lisis incompleta.

Created with BioRender.com

Figura 2. Escala de calificacion actividad litica para cocteles de fagos (Huang, y otros,
2018).
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El nimero 4 representa a una zona de lisis completamente clara, 3 a una zona de lisis despejada,
pero que presenta un fondo borroso, 2 cuando se presenta turbidez en la zona de lisis, 1 cuando
se presentan pocas y pequefias zonas de lisis individuales, y 0 cuando no se presenta una zona

de lisis.

Created with BioRender.com

Figura 3 Diagrama Doble capa coctel propagado M-U4117H7.

Diluciones seriadas hasta 107 la Gltima dilucion que mostro lisis completa fue 10,
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ANEXOS

ANEXO A. CRONOGRAMA PROPAGACION DE COCTEL M-U4117H7.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
2do
Enriquecimiento | Enriquecimiento | Enriquecimiento | Enriquecimiento
a partir ImL a partir 10mL a partir 100ml. |a partir 100mL
coctel coctel coctel coctel
ImL coctel 10mL coctel 100mL coctel 100mL coctel
8mL agua 80mL agua 800mL agua 800mL agua
destilada destilada destilada destilada
ImL cultivo*® 10mL cultivo*® 100mL cultivo* | 100mL cultivo™®
ImL DSPB 10mL DSPB 100mL DSPB 100mL DSPB
Volumen de coctel obtenido
10mL 100mL 1000mL 2000mL

* Salmonella enterica
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ANEXO B. SPOT TEST VOLUMENES PARCIALES DE PROPAGACION COCTEL

M-U4117H7.
Volumen propagado Spot test Calificacion
(mL)
10 Lisis completa 4
100 Lisis completa 4
1000 Lisis completa 4
2000 Lisis completa 4




ANEXO C. SPOT TEST EVALUACION LITICA COCTELES.

37



ANEXO D. EQUIPO DE FILTRACION.
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