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Resumen

De acuerdo a la OMS, la resistencia antimicrobiana representa uno de los principales
problemas para la salud pablica a nivel mundial. La Salmonella es uno de los patégenos
alimentarios mas importantes y su alta prevalencia en el sector avicola representa un
peligro potencial para la salud publica. Por tal razon, como solucion alterna a los
antibioticos se ha recurrido al estudio de bacteriéfagos, debido a que por su especificidad
son empleados como agentes de biocontrol.

Se aislaron 26 bacteriéfagos de muestras de agua de las provincias de Tungurahua y
Cotopaxi, por medio de un aislamiento por la técnica de doble capa. Posteriormente, se
evaluaron los perfiles liticos de los bacteriéfagos frente a cepas patdgenas y con estos
resultados se realiz6 un analisis de tipo mapa de calor para evaluar la similitud entre
perfiles. Ademas, se elaboré un dendograma, donde se distinguen dos clusteres de
acuerdo a su perfil litico. Finalmente, se evalud las cinéticas de inactivacién de
bacteri6fagos mas representativos de cada cluster de lisis; para lo cual, se eligieron 7
bacteriofagos, entre los cuales destacaron por su actividad litica los fagos f UTA 02 en S.
Infantis, f UTA 19 y f UTA 20 en S. Enteritidis, que causaron un efecto de eliminacién

de la totalidad de la concentracién del huésped después de 48 horas.

Palabras claves: Salmonella, resistencia antimicrobiana, bacteriéfagos, microbiologia

ambiental.



Abstract

According to the WHO, antimicrobial resistance (AMR) represents one of the main
problems for public health worldwide. The genus Salmonella represents one of the most
critical food pathogens, and its high prevalence in the Ecuadorian poultry sector poses a
threat to public health. Considering the rising levels of AMR and the lack of new
antibiotic molecules, the study of bacteriophages as potential tools against bacterial
pathogens is regarded as an interesting alternative, due to their specificity and security.

Twenty-six bacteriophages were isolated from water samples from the provinces of
Tungurahua and Cotopaxi. The double-layer technique was applied. Subsequently, the
Iytic profiles of the bacteriophages against pathogenic strains were evaluated.
Hierarchical clustering was performed to assess the similarity between lytic patterns. Two
clusters were distinguished according to their lytic pattern. The inactivation Kinetics of
the most representative bacteriophages of each lysis cluster were evaluated. The phages
f UTA 02 (S. Infantis), f UTA 19, and f UTA 20 (S. Enteritidis) showed an interesting

lytic effect, causing an entire elimination of their host after 48 hours.

Keywords: Salmonella, antimicrobial resistance, bacteriophages, environmental

microbiology.
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CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes investigativos

1.1.1. Salmonella

El género Salmonella representa uno de los principales patégenos que causan
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). Su reservorio natural son los animales
y el medio ambiente (Hungaro et al., 2013). Este genero representa uno de los mas
diversos de la familia Enterobacteriaceae, siendo agrupados en dos especies: S. enterica
y S.bongori (Schatten & Eisenstark, 2015). La mayor diversidad genética posee la especie
S. enterica, la cual se divide en seis subespecies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica
subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica; esta nomenclatura refleja la comprension
actual de la taxonomia de Salmonella (Guibourdenche et al., 2010). De acuerdo con el
sistema de identificacion Kauffmann-White-Le Minor, se han diferenciado 2610
serovares, de los cuales 1547 pertenecen a S. enterica subsp. enterica (Akibaetal., 2008).
Desde la perspectiva clinica, estos serovares presentan claras diferencias en las

infecciones causadas al huésped y su manifestacion clinica (Uzzau et al., 2000).

La gravedad de los cuadros clinicos difiere entre los serovares, de acuerdo con la
especificidad del huésped (Singh, 2013); por lo que serovares no adaptados como S.
Typhimurium o S. Enteriditis manifiestan cuadros de gastroenteritis aguda en diferentes
hospedadores (Stevens et al., 2009); mientras que los serovares adaptados a huéspedes
como: S. Typhi, S. Dublin o S. Gallinarum se especializan exclusivamente en humanos,

bovinos y aves, respectivamente (Barrow, 2013).

La Salmonella es uno de los patdgenos alimentarios mas importantes a nivel mundial, es
el causante de aproximadamente 93 millones de casos de gastroenteritis y 150,000
muertes anualmente, entre la poblacion humana a nivel mundial (Majowicz et al.,
2010). En Estados Unidos, causa aproximadamente 1 millon de casos anuales y es una de
las principales causa reportada de muerte y hospitalizacion por ETAs (Scallan et al.,

2011). Mientras en Europa, el pais con mayor numero de casos confirmados de
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salmonelosis es Alemania con 13.293 casos en el afio 2018 (OMS, 2018). En Ecuador, en
el aflo 2018 se reportaron 1.515 casos de personas infectadas con fiebre tifoidea y
paratifoidea, mientras que la tendencia de infecciones debidas a Salmonella no-tifoidea

alcanzan una cifra de 2.647 personas (Ministerio de Salud Pablica del Ecuador, 2018).

En el pais, se han reportado brotes clinicos relacionados con el serovar Infantis, el cual
muestra perfiles de multirresistencia a antibidticos (Cartelle Gestal et al., 2016). El sector
avicola del pais también muestra una elevada prevalencia de Salmonella, en el cual se han
detectado a los serovares Infantis, Corvallis y Enteritidis en pollos broiler en Pichincha
(Vinueza-Burgos et al., 2016); y en el centro del pais, los serovares Infantis, Typhimurium
y serovares no tipificados en gallinas ponedoras (Salazar et al., 2019). La alta prevalencia
de Salmonella en el sector avicola del pais representa un peligro potencial para la salud
publica (Sanchez-Salazar et al., 2019); asi como para el sector industrial debido a que la
salmonelosis clinica puede producir la muerte del animal y de manera simultanea, causar
una disminucion en las producciones (ganancia de peso en pollo de carne y cantidad y

calidad de huevos en gallinas ponedoras) (Barrow, 2013).

1.1.2. Resistencia antimicrobiana

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la emergencia de la resistencia
antimicrobiana es uno de los principales problemas para la salud publica a nivel mundial
(OMS, 2014). Entre las principales causas de la aceleracion del ritmo evolutivo
bacteriano, esta el elevado uso de antibiéticos en el sector humano y animal. A nivel
mundial, los animales de produccion representan el principal consumidor de antibidticos
(Economou & Gousia, 2015; Roca et al., 2015) y en paises como Estados Unidos, donde
la produccion pecuaria se realiza a gran escala, la venta de antibiéticos para uso
veterinario es 4 veces mayor en comparacion con aquellos que son empleados para
humanos (Maron et al., 2013).
Los antibioticos son usados como componentes de piensos, para que estos a su vez actlien
como:
e Promotores de crecimiento, favoreciendo el control de la microbiota intestinal,
mejorando el aprovechamiento de los nutrientes y el incremento de peso de los

animales (van den Bogaard & Stobberingh, 1999).
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e Terapeuticos y profilacticos, en forma de pre mezclas (sélidas o liquidas) en altas
concentraciones (WHO, 2017).

En la actualidad, no existen reportes oficiales sobre el empleo de antibidticos, su
cuantificacion y razones de uso en la produccion avicola en nuestro pais. Los pocos
estudios realizados sobre la resistencia antimicrobiana, proporcionan una idea sobre como
los antibiodticos estan siendo usados dentro de la produccién avicola. En un estudio
realizado en 388 granjas, se ha identificado que el 67.9% de las granjas usan
enrofloxacina como medida terapéutica, también emplean tiamulina en un 10.2% como
profilactico, tilosina lo emplean en un 8.1% como profilactico. Ademas a la tilmicosina
la emplean en un 6.7% como profilactico y el 56.2% como terapéutico y para finalizar
usan florfenicol en un 35.9% como medida curativa y la sulfametoxazol mas trimetroprim

lo usan en 8.8% como medida curativa (Vinueza, 2017).

Debido al uso generalizado y desmedido de agentes antimicrobianos en la produccion
animal de alimentos, se ha convertido en un factor crucial en la aparicién de patdgenos
zoondticos resistentes como la Salmonella (Rincon Acero et al., 2011), la misma que se
ha visto favorecida por el empleo generalizado de agentes antimicrobianos en animales
de abasto, lo que ha resultado como un problema para la salud publica a nivel mundial
(Rahmani et al., 2013). Un ejemplo claro de esta problemética se evidencia en diferentes
estudios donde se demuestran que diferentes cepas de Salmonella aisladas en la industria
avicola presentan resistencia a por lo menos a un agente antibacteriano, entre estos
estudios se encuentran uno realizado en la Union Europea (UE) donde se han aislado
cepas de Salmonella resistentes al acido nalidixico, sulfonamidas y tetraciclinas (EFSA
& ECDC, 2013). En Brasil, cepas aisladas de granjas de pollos presentaron
multirresistencia a varios antibiéticos, entre ellos trimetoprin/sulfametoxazol (Voss-
Rech et al., 2015), mientras que en Colombia méas del 96% de los aislamientos de
Salmonella recuperados de granjas (hisopados de barrido y heces) presentaron resistencia
a tetraciclinas (Donado-Godoy et al., 2012). Adicionalmente, en muestras de carcasas de
pollo, carne se han hallado cepas de Salmonella resistentes a acido nalidixico y
tetraciclinas (Sodagari, et al. 2015, Vinueza-Burgos, et al. 2016).

Las frecuencias y patrones de resistencia a antimicrobianos (RAM) para Salmonella
varian en funcion del tiempo, la region, el serovar, la granja particular y el agente

antimicrobiano. La resistencia se produce por transmision clonal y horizontal de RAM,
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ademas existe preocupacion por la propagacion de elementos genéticos moviles que

albergan genes de resistencia a antibioticos emergentes (Gyles, 2008).

La resistencia a los antimicrobianos se puede realizar mediante dos vias, a las que se las
denomina de la siguiente manera:

e Resistencia intrinseca, la misma que se a la mutacién espontanea de material
genético que le confiere alguna nueva adaptacion, permitiéndole al organismo a
resistir los efectos letales de los agentes antimicrobianos.

e Resistencia adquirida, los factores de resistencia en forma de plasmidos,
transposones o integrones se mueven entre las bacterias mediante conjugacion,

transformacion o transduccion (Sebola & Mlambo, 2018).

La presencia de Salmonella multirresistente (resistencia a mas de tres familias de
antibidticos) en el sector avicola del pais es considerable, siendo detectada en diferentes
sectores productivos (broiler y ponedoras), asi como en diferentes provincias del pais
como Pichincha, Pastaza, Napo, Tungurahua y Cotopaxi (Egas, 2018; Sanchez-Salazar
et al., 2019; Vinueza-Burgos et al., 2016). La deteccion frecuente de aislamientos con
estos fenotipos representa una alerta desde el punto de vista sanitario, ya que codifican
mecanismos de resistencia a antibioticos de interés clinico como ceftriaxona, ampicilina,

cefepime, entre otros.

Debido a la creciente evolucidon de bacterias multiresistentes y con la finalidad de reducir
el consumo de antibi6ticos, se ha retomado la investigacion sobre el uso de bacteriéfagos
como agentes de biocontrol de patdgenos; considerando su alto grado de especificidad,
por lo que no alteran la microbiota natural, evitando efectos negativos en el sistema
inmune (Jassim & Limoges, 2017; O’Sullivan et al., 2016; Petsong et al., 2019). En
estudios de control bioldgico, se ha comprobado que presentan una elevada efectividad
en contraste con antibidticos (Hungaro et al., 2013; Quiroz et al., 2016). Por lo que, la
investigacion enfocada a la prospecciéon bioldgica de fagos se encuentra en auge,

considerando su potencial uso como alternativa a los antibidticos.
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1.1.3. Bacteriofagos

Los bacteriofagos son virus que infectan a las bacterias y arqueas. Representan el grupo

mas abundante y diverso de entidades bioldgicas en el planeta (Rohwer, 2003). A nivel

general, cumplen roles fundamentales en el control biolégico de las poblaciones

bacterianas, en los ciclos biogeoquimicos y en la evolucion bacteriana (Pratama & van

Elsas, 2018). Se estima que alrededor del 20% del total de los genomas bacterianos han

sido adquiridos por medio de bacteriéfagos (Brissow et al., 2004). El desarrollo de las

tecnologias 0micas estd permitiendo conocer de manera profunda sus implicaciones

funcionales de manera acelerada (Keen & Dantas, 2018).

Los bacteriofagos poseen dos ciclos de vida diferenciados:

El ciclo litico: el fago infecta a una bacteria, la secuestra para producir virus de
progenie, los fagos se adsorben a receptores especificos en la superficie bacteriana
(proteinas de la membrana externa, lipopolisacaridos, etc.) (Kropinski, 2009). En
el caso de los virus con cola, inyectan su ADN a través de la pared celular
bacteriana y una vez en la célula, el genoma del fago impide la replicacion y
transcripcion de la bacteria, haciéndola producir &cidos nucleicos y proteinas
virales, posteriormente las nuevas particulas de fago se liberan debido a la accion
combinada de una proteina formadora de poros de membrana (holina) y una lisina
que degrada el peptidoglicano a través de la lisis del huésped (Newton et al.,
2004).

El ciclo lisogénico: Un fago sintetiza una enzima de integracién (integrasa),
desactiva la transcripcion viral adicional y se inserta en el ADN de la bacteria, que
continuta creciendo y multiplicandose, los genes del fago se replican como parte
del cromosoma bacteriano (Borie et al., 2008; Broudy & Fischetti, 2003). Una
bacteria que contiene un conjunto completo de genes de fago se llama lisdgeno,
mientras que el ADN viral integrado se llama profago. Un lisdgeno puede replicar
el profago asociado de forma continua y estable; sin embargo, bajo determinadas
circunstancias (estrés ambiental o induccion espontanea), el profago se activa e

inicia un ciclo litico (Kazi & Annapure, 2016; Penades et al., 2015).
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Lytic cycle
Host bacterial cell

Baclerlophage Phage DMNA
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genome. on to daughter cells. from the bacterial

chromosome and enters
the lytic cycle.

Figura N° 1: Ciclos de vida de los bacteriéfagos (Alberts, 2002)

Los fagos transductores son aquellos que pueden empaquetar el ADN del huésped. los
fagos transductores generalizados producen particulas que contienen solo ADN
bacteriano, mientras que los fagos transductores especializados ocasionalmente producen
particulas que contienen secuencias de ADN bacteriano y de fagos (O’Sullivan et al.,
2016).

La especificidad de los fagos para un serovar o para aislamientos del mismo serovar puede
diferir drasticamente, y a su vez depende de varios factores, como la capacidad del fago
para adsorberse a las estructuras superficiales del huésped. Ciertos fagos muestran un alto
grado de especificidad de huéspedes, mientras que otros tienen un amplio rango (Hooton
et al., 2011). La interaccién de los bacteriofagos con su huésped bacteriano es mas o
menos especifica para el serovar de Salmonella. Los serotipos a menudo identifican
estructuras superficiales del aislado de Salmonella que son uUnicas para la union por

bacteri6fagos especificos (Schatten & Eisenstark, 2015).

Debido a la alta especificidad de los bacteriofagos, su uso con fines terapéuticos ha
renovado interés en los ultimos afios, debido a la dificultad de tratar con cepas bacterianas
resistentes a antibioticos. Los bacteriéfagos liticos son capaces de matar bacterias

resistentes a los antibioticos al final del ciclo de infeccion por fagos y por lo tanto, el
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desarrollo de la terapia con fagos es potencialmente una forma de mejorar el tratamiento
de las infecciones bacterianas (Cisek et al., 2017).
A continuacidn, se muestran varios estudios realizados en diferentes paises, donde se

muestra la eficacia de los fagos frente a bacterias resistentes.

En la lista de fagos de Salmonella, elaborada por Hans-Wolfgang Ackermann, casi 250
virus han sido caracterizados morfolégicamente, entre los virus de cola del orden
Caudovirales: Myoviridae (fagos con colas contractiles), 64; Siphoviridae (virus con
largas colas no contractiles), 94; y Podoviridae (colas cortas no contractiles), 71 (Moreno
Switt et al., 2013).

Un estudio realizado en Reino Unido evalué el efecto de bacteriofagos (fago S. Enteritidis
PT4), en la reduccion de la concentracion de S. enterica serovar Enteritidis en cecas de
pollos de engorde. Después de cinco dias, los pollos infectados con S. Enteritidis PT4,
mostraron una reduccion de 3,5 érdenes de magnitud en las UFC de S. Enteritidis PT4
por gramo de contenido cecal; por lo que se puede evidenciar el efecto in vivo de los
bacteriofagos en las reducciones de Salmonella en huéspedes aviares (Fiorentin et al.,
2005).

En otra investigacion, realizada en Barcelona se aisl6 un bacteriofago litico de S. enterica
CECT 4138; en este estudio, se determinaron sus caracteristicas morfoldgicas,
determinando que este pertenece a la familia Myoviridae, que su cabeza mide 60 nm de
didmetro, la cola no es contractil y tiene 6 fibras, ademas se le denomindé como MRH6 y
no perdio la capacidad litica frente a S. enterica CECT 4138, por lo que se le considera

como un potencial agente de biocontrol (Hernandez, 2019).

En un proyecto realizado en la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, se aislaron
bacteriofagos con la finalidad de emplearlos como un método de biocontrol para el
tratamiento de infecciones causadas por Salmonella enteropatdgena. En este proyecto se
evaluaron cuatro cOcteles de bacteriofagos liticos (PSEA-2, SSEA, PSIA-2, SSIA)
procedentes de aguas residuales de las industrias de procesamiento de aves de corral. Para
controlar S. Enteritidis (SE) y S. Infantis (SI), bajo condiciones de laboratorio. Se
encontraron que los cocteles PSEA-2 y PSIA-2 fueron especificos para S. Enteritidis y S.

Infantis. Mientras que los cocteles SSEA y SSIA, también causaron lisis en
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Pseudomonas. Las observaciones en el microscopio electronico de transmision (TEM)
reveld la presencia de fagos de cola de las familias Siphovididae y Myoviridae (Quiroz et
al., 2016).

En la actualidad, existen en el mercado diferentes productos basados en fagos para el
control de Salmonella; como por ejemplo SalmoFresh (Intralytix, USA), el cual cuenta
con la aprobacion de la FDA para su uso directo en avicultura, piscicultura y horticultura
(Zhang et al., 2019). Este producto consiste en un coctel de seis fagos con la capacidad
de lisar diferentes serovares (Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, Newport, Hadar,
Kentucky, Thompson, Georgia, Agona, Grampian, Senftenberg, Alachua, Infantis,
Reading, y Schwarzengrund). Otros productos comerciales formulados con fagos de
Salmonella son Salmonelex (Micreos Food Safety, Paises Bajos), Armament
(OmniLytics, USA) y Biotector (CheilJedang Corporation, Corea del Sur) (Jurac,
Nabergoj, & Podgornik, 2019; LeLievre et al., 2019).

El aislamiento de nuevos bacteriofagos con diferentes caracteristicas bioldgicas podria
ayudar a expandir la diversidad de los recursos fagicos existentes. Cabe mencionar que
las bacterias pueden adquirir resistencia a la lisis fagica (Labrie, Samson, & Moineau,
2010); y disminuir la eficacia de ciertos productos comerciales en base a fagos. Motivo
por el cual, en la presente investigacion planteamos la prospecciéon preliminar de
bacteriofagos liticos para diferentes serovares de Salmonella de interés avicola y
sanitario, y evaluar si poseen actividad litica frente a otros patégenos; a partir de muestras

de origen ambiental.
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1.2.0bjetivos

1.2.1. General

Realizar una prospeccion de bacteriofagos liticos de Salmonella a partir de muestras
ambientales de las provincias de Tungurahua y Cotopaxi para evaluar su efecto en

microorganismos patogenos.

1.2.2. Especifico

e Aislar selectivamente bacteriéfagos de Salmonella a partir de muestras
ambientales de las provincias de Tungurahua y Cotopaxi.

e Evaluar los perfiles liticos de los bacteriofagos frente a cepas patogenas de
cinco serovares de S. enterica (Infantis, Enteritidis, Kentucky, Pullorum,
Typhimurium); y frente a las siguientes bacterias: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Listeria
monocytogenes.

e Evaluar la estabilidad y las cinéticas de inactivacion de bacteri6fagos

representativos de cada claster de lisis.

Hipotesis

HO: No se detectaron bacteriéfagos liticos de Salmonella en las muestras ambientales de
las provincias de Tungurahua y Cotopaxi, ni se pudo evaluar su efecto frente a
microorganismos pat6genos.

H1: Se detectaron bacteriofagos liticos de Salmonella en las muestras ambientales de las
provincias de Tungurahua y Cotopaxi, y se evaluo su efecto frente a microorganismos

patdgenos.
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CAPITULO I

2. Metodologia

2.1.Materiales

e Agar verde brillante

e Agar XLD

e Agar Nutritivo

e Medio de cultivo Mac Conkey

e Medio de cultivo MSA (Modified Scholten’s Agar)
e Medio de cultivo MSB (Modified Scholten’s Broth)
e Solucion tampdn PBS (Phosphate Buffered Saline)
e Discos de antibiético OXOID

e McFarland estandares de equivalencia de turbidez del kit Remel
e Glicerol

e Crioviales

e Cajas Petri

e Botellas Schott de 1000 mL, 500 mL y 100 mL.

e Tubos de centrifuga de 15mL y 50 mL

e Pipetas

e Perade succion

e Micropipetas

e Balanza

e Tubos de ensayo con tapa de 10 mL y 20 mL.

e Microtubos de 1,5 mL

e Frascos plastcos estériles para recoleccion de muestras
e Filtros PES de 0.22 um

e Jeringuillas de 5y 10 mL

e Asas de plastico

e Plancha de calentamiento

e Centrifuga
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e Balanza

e Termostato

e Incubadora

e Refrigeradora

e Espectrofotometro UV-Visible

2.2.Métodos

2.2.1. Trabajo de campo

2.2.1.1.Recoleccion de las muestras

Los puntos de muestreo se determinaron mediante un previo analisis como complemento
del Proyecto de investigacion: “Evaluacion de la presencia de determinantes de
resistencia a antibioticos emergentes en aguas de riego y superficiales en el ecuador, afios
2018-2019". Resolucién: 0192-CU-P-2018. La recoleccion de muestras y el aislamiento
de bacteri6fagos estdn contemplados dentro del Contrato Modificatorio al Contrato
Marco de Acceso a los Recursos Genéticos del Programa de Investigacion Cientifica
denominado "Recursos Agrobiologicos y Agricultura Sustentable” celebrado entre el
Ministerio del Ambiente a través de la Subsecretaria de Patrimonio Natural y la
Universidad Técnica de Ambato (Resolucion HCU 1359-CU-P-2019).
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Tabla N°1: Detalle de los puntos de muestreo

N° | Muestra Localidad Canton - Provincia
1 Agua Rio Cutuchi (EI Camal) Salcedo — Latacunga
2 Agua Canal de riego (San Andrés de Pilalo) Salcedo — Latacunga
3 Agua Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) Salcedo — Latacunga
4 Agua Laguna de Yambo Salcedo — Latacunga
5 Agua Canal de riego (San Pedro de Pishilata) Ambato — Tungurahua
6 Agua Canal de riego (Picaihua centro) Ambato — Tungurahua
7 Agua Rio Pachanlica (Mollepamba, Picaihua) Ambato — Tungurahua
8 Agua Canal de riego (San Juan Picaihua) Ambato — Tungurahua
9 Agua Rio Ambato (Manantiales) Ambato — Tungurahua
10 Agua Canal de riego (Puerto Arturo) Ambato — Tungurahua
11 Agua Rio Ambato (Las Vifias) Ambato — Tungurahua
12 Agua Rio Ambato (Parque Luis A. Martinez) Ambato — Tungurahua
13 Agua Canal de riego (Parque Provincial de la Ambato — Tungurahua

Familia)

14 Agua Canal de riego (Ficoa) Ambato — Tungurahua
15 Agua | Rio Pachanlica (Centro de Salud de Totoras) | Ambato — Tungurahua
16 Agua Rio Pachanlica (El Rosario) Ambato — Tungurahua
17 Agua Asequia Lalama (Mercado Mayorista) Ambato — Tungurahua
18 Agua Canal de riego (Via Patate Pelileo) Patate — Tungurahua
19 Agua Canal de riego (Salasaca centro) Pelileo — Tungurahua

20 Agua Canal de Riego (El Tambo) Pelileo — Tungurahua

21 Agua Canal de Riego (Huambal6 Centro) Pelileo — Tungurahua

22 Agua Rio Culapachan (Via Pillaro) Pillaro — Tungurahua

23 Agua Cascada Jun Jun (Universidad Técnica de | Cevallos — Tungurahua

Ambato, Campus Querochaca)
24 Agua Canal de riego (Universidad Técnica de Cevallos — Tungurahua
Ambato, Campus Querochaca, via a San
Pedro)

25 Agua Rio Bascun (El Salado) Barfios — Tungurahua

26 Agua Cascada Cabellera de la Virgen Barfios — Tungurahua

27 Agua Rio Pastaza (Parque de la Familia de Bafios) | Bafios — Tungurahua
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La recoleccion de las muestras de agua se las realiz6 en frascos plasticos estériles, en cada
uno se tomdé un volumen aproximado de 100 ml para cada punto de muestreo;
posteriormente se procedid a etiquetar las muestras. Como informacion adicional se
registro la ubicacion geografica mediante GPS del punto de muestreo y luego se procedid
a transportar las muestras al laboratorio a una temperatura de entre 4 °C £ 2 °C, en un
periodo de tiempo no superior a 24 horas desde la toma de muestra hasta el procesamiento

de las mismas y finalmente se realizé el aislamiento de los bacteridéfagos de Salmonella.

2.3.Trabajo de laboratorio

2.3.1. Aislamiento y purificacion de bacteriofagos de Salmonella

El aislamiento de bacteridéfagos se baso en una adaptacion de la norma ISO 10705-2:200
de calidad del agua, para la deteccion y enumeracion de colifagos. EI primer paso fue
realizar una siembra de los 5 serovares de S. enterica (Infantis, Enteritidis, Kentucky,
Pullorum, Typhimurium) en agar Mac Conkey, con la finalidad de aislar selectivamente
a la bacteria de interés. Al dia siguiente, se generé biomasa de estos serovares; para lo
cual se tom6 unas pocas colonias y se las colocaron en un tubo con tapa que contenia 10
mL de caldo modificado de Scholten (MSB, del inglés Modified Scholten’s Broth)
posteriormente se lo llevo a incubar a 37 °C por aproximadamente 2 horas o hasta llegar
a una escala de 0,5 McFarland segln los estandares de equivalencia de turbidez del kit

Remel.

El siguiente paso fue fundir el agar modificado de Scholten semisélido (MSAs, del inglés
Modified Scholten’s Agar), una vez fundido se le agregoé CaCl. (50 g/L) y se procedi6 a
dispensar 2,5 mL de este en tubos de ensayo con tapa, se los dejo reposar en el termostato
a 55 °C para evitar que se solidifiquen. Posteriormente se procedié a procesar la muestra
liquida, para lo cual se tomd un pequefio volumen de esta con una jeringa y luego se la
filtr6 por una membrana de filtracion PES de 0.22 um de baja adsorcion proteica, el

volumen de este filtrado fue de aproximadamente 3 mL por cada muestra.

Finalmente, se realizé la siembra en placa, para lo cual se colocé 1 mL del filtrado y 1 ml
de la biomasa generada en uno de los tubos de ensayo con tapa que contenia 2,5 mL de

MSAs, se agitd ligeramente y se vertié sobre una placa de agar modificado de Scholten
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(MSA), del inglés Modified Scholten’s Agar, posteriormente se las dejo incubar durante
24 horas a 37 °C.

Al dia siguiente, se observaron las calvas de lisis bacteriana y se las clasifico segln su
morfologia, para iniciar con el proceso de purificacion de los bacteriofagos se procedio a
tomar las calvas similares con un asa estéril, se las colocd en un microtubo con 1mL de
MSB, después se los llevo a centrifugar a 4500 rpm por 5 min, posteriormente se tomo el

sobrenadante con una jeringa y se filtré por una membrana de filtracion de 0.22 pm.

Para la siembra en placa, se procedio a realizar el mismo procedimiento de siembra que
se efectud con la muestra de agua. Este proceso se repitio al menos 4 veces, con la
finalidad de obtener fagos purificados que presenten la misma morfologia de sus calvas

de lisis dentro de la misma placa.

2.3.2. Conservacion de bacteriéfagos de Salmonella

Una vez obtenidos los bacteriéfagos purificados, es decir que se encontraron una misma
morfologia de las calvas de lisis en una misma placa, se procedio a transferir los fagos
con un asa estéril y colocarlos en un microtubo con 1 mL de MSB; luego se los llevo a
centrifugar a 4500 rpm por 5 min, posteriormente se absorbid el sobrenadante con una
jeringa y se filtré por una membrana de filtracion de 0.22 um.

Para conservarlos se coloco 1 mL de este en un tubo de ensayo con tapa que contenia 10
mL de MSB con el huésped Salmonella, que fue previamente incubado hasta llegar a una
escala de turbidez de 0,5 McFarland, luego se llevé a incubar los tubos a 37 °C durante
24 - 48 horas, con la finalidad de obtener un titulo alto de fagos. Transcurrido el tiempo,
se procedio a filtrar el contenido de los tubos por una membrana de filtracion de 0.22 um,

se los preservo en crioviales con el 15% de glicerol estéril y se los llevé a congelacion.

2.3.3. Determinacion de los perfiles de lisis de los bacteri6fagos de Salmonella

El primer paso fue realizar una siembra por estria compuesta del huésped en agar Mac
Conkey en caso de bacterias entéricas, mientras que para el resto de bacterias se aislo en
agar nutritivo. Posteriormente se procedié a generar biomasa del mismo, para lo cual se

tomo unas pocas colonias y se las colocd en un tubo de ensayo con tapa que contenia 10
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mL de MSB, después se lo llevo a incubar a 37 °C hasta llegar a una escala de 0,5
McFarland.

Como siguiente paso, se procedio a activar el fago criopreservado, para lo cual se colocé
500 uL del fago criopreservado en un tubo que contenia 10 mL de la biomasa del huésped
a 0,5 McFarland, luego se lo llevd a incubar overnight y al siguiente dia se procedi a
filtrar por una membrana de filtracion de 0.22 um, con la finalidad de retener la bacteria

en el filtro y que Unicamente atraviesen los fagos.

Para realizar la prueba de la gota, se procedié a fundir el MSAs y una vez liquido se le
agreg6 CacCly, el mismo que se encuentra en una concentracion de 50 g/L, se homogenizo
y luego se dispensé un volumen de 2,5 mL en tubos de ensayo con tapa, se los dejo reposar
en el termostato a 55 °C, luego se coloca 1 mL de la biomasa del huésped (cinco serovares
de S. enterica Infantis, Enteritidis, Kentucky, Pullorum, Typhimurium y otras bacterias
patdgenas como E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus, L. monocytogenes), se agitd
lentamente y se vertid sobre una placa de MSA, se esperd hasta que se solidifiquen y se
dividid la placa en cuadrantes. En el centro de la placa se colocé el disco de antibi6tico
(control positivo) el mismo que fue Amikacina 30 mg/mL (AK30) con una pinza esteéril,
para el control negativo se colocd en uno de los cuadrantes 10 puL de agua bidestilada
estéril, en los cuadrantes faltantes se colocé el mismo volumen de los fagos, se dej6 secar

por aproximadamente 30 minutos y luego se los llevé a incubar 37 °C overnight.

Al dia siguiente se midieron los diametros de los halos de inhibicion, este ensayo se lo

realizé por triplicado.
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Control negativo
Agua bidestilada

estéril

Control positivo
Disco de antibidtico

Fago

Huésped

Figura N° 2: Test de la gota

Elaborado por: Sailema Vanessa

2.3.4. Cinéticas de inactivacién de los bacteriéfagos de Salmonella

Para iniciar con la cinética de inactivacion, en primera instancia se procedio a realizar una
siembra por estria compuesta del huésped en agar Mac Conkey, luego se procedio a
generar biomasa, para lo cual se tomd unas pocas colonias y se las coloc6 en dos tubos
para centrifuga de 15 mL cada uno contenia 14 mL de MSB, después se lo llevo a incubar
overnight a 37 °C. Simultaneamente se activd el fago criopreservado, para lo cual se
procedid de la siguiente manera, primero se coloc6 500 pL del fago criopreservado en un
tubo que contenia 10 mL de la biomasa del huésped a 0,5 McFarland, luego se lo llevo a
incubar durante dos dias, transcurrido este tiempo se filtrd por una membrana de filtracion
de 0.22 um.

Antes de iniciar con el estudio, se procedié a estimar los UFC (Unidades formadoras de
colonias), para lo cual se realizd una siembra por difusién, la misma que consistié en
colocar 50 uL del cultivo overnight en una placa de agar nutritivo y luego se esparcio
homogéneamente por toda la superficie de la placa con una asa estéril, se dejo incubar a

37 °C, al siguiente dia se contaron las colonias y se realizo el calculo respectivo.
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Numero de colonias * Factor de dilucién
UFC/mL =

volumen de la muestras sembrada

Otro de los célculos a realizar fue la estimacion de la concentracion de los fagos, es decir
se determino el PFU (Unidad de formacion de placa), para lo cual se procedio a filtrar por
una membrana de filtracién de 0.22 um el fago activado, posteriormente se procedié a
fundir el MSAs y una vez liquido se le agrego CaCl., el mismo que se encuentra en una
concentracion de 50 g/L, se homogenizd y luego se dispensé un volumen de 2,5 mL en
tubos de ensayo con tapa, se los dejo reposar en el termostato a 55 °C, luego se coloca 1
mL de la biomasa del huésped (cinco serovares de S. enterica Infantis, Enteritidis,
Kentucky, Pullorum, Typhimurium) y 1 mL del fago filtrado, se agité lentamente, se
vertié sobre una placa de MSA y se dejé incubar a 37 °C. Al siguiente dia, se contaron
las calvas de lisis y se realizo el célculo respectivo.

Numero de calvas de lisis * Factor de dilucién
PFU/mL =

volumen de la muestras sembrada

Una vez determinados estos dos valores se procedié a determinar el volumen de fago a

colocarse en cada uno de los tubos, se trabajo con 10 MOI (multiplicidad de infeccién).

(UFC = 10) * Volumen final
PFU

V fago =

Posteriormente se procedio a iniciar con la prueba de cinética de inactivacion para lo cual
se coloco el volumen del fago requerido a cada uno de los tubos de centrifuga y se llevd
aincubar a 37 °C en agitacion contante. Posteriormente se procedio a tomar dos muestras
alal, 3,6,24, 36y 48 horas de incubacidn, con la primera muestra se midio la absorbancia
a 620nm en el espectrofotdbmetro, mientras que con la segunda muestra se procedio a
realizar diluciones para realizar la siembra de la misma manera como se procedio para
determinar los UFC/mL en el caso de la bacteria, mientras que para el conteo de fagos se
procedié a realizar el mismo procedimiento que se empled para la determinacion de
PFU/mL.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Aislamiento de bacteriéfagos

Una vez realizados los muestreos correspondientes, se lograron aislar 26 bacteriéfagos de

los serovares Infantis, Enteritidis, Pullorum y Typhimurium como se muestra en la Tabla

N°2.

Pero es importante mencionar que inicialmente se aislaron 29 bacterioéfagos a los cuales

se les asign6 un nombre, pero al momento de reactivarlos para realizar el test de la gota
los fagos f UTA 01, fUTA 04 y el f UTA 06 ya habian perdido su actividad litica, por lo
que no continuaron en las siguientes etapas de los ensayos y por lo cual se decidid no

mencionarlos en la Tabla N°2.

Tabla N°2: Bacteridfagos segun el punto de muestreo y el huésped

Bacteriéfago | Provincia Ciudad | Sector Huésped
fUTA 02 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato (Pishilata) S. Infantis
fUTA 03 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato (Pishilata) S. Infantis
fUTA 05 Tungurahua | Ambato | Canal de riego (Puerto Arturo) S. Infantis
fUTA 07 Tungurahua | Ambato | Pishilata S. Infantis
fUTA 08 Tungurahua | Ambato | Pishilata S. Infantis
fUTA 09 Tungurahua | Ambato | Pishilata S. Infantis
fUTA 10 Tungurahua | Patate Canal de riego (via Patate Pelileo) S. Infantis
fUTA 11 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato Pishilata S. Pullorum
fUTA 12 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato Pishilata S. Pullorum
fUTA 13 Tungurahua | Ambato | Colector de aguas residuales (Pishilata) | S. Pullorum
fUTA 14 Tungurahua | Ambato | Colector de aguas residuales (Pishilata) | S. Pullorum
fUTA 15 Tungurahua | Ambato | Colector de aguas residuales (Pishilata) | S. Pullorum
fUTA 16 Tungurahua | Ambato | Canal de riego (Puerto Arturo) S. Pullorum
fUTA 17 Cotopaxi Salcedo | Rio Cutuchi (ElI Camal) S. Pullorum
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Bacteriofago | Provincia Ciudad | Sector Huésped
fUTA 18 Cotopaxi Salcedo | Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) S. Pullorum
fUTA 19 Cotopaxi Salcedo | Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) S. Enteritidis
fUTA 20 Cotopaxi Salcedo | Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) S. Enteritidis
fUTA 21 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato (Pishilata) S. Typhimurium
fUTA 22 Tungurahua | Ambato | Rio Ambato (Pishilata) S. Typhimurium
fUTA 23 Tungurahua | Ambato | Colector de aguas residuales (Pishilata) | S. Typhimurium
fUTA 24 Tungurahua | Ambato | Colector de aguas residuales (Pishilata) | S. Typhimurium
fUTA 25 Tungurahua | Ambato | Canal de riego (Puerto Arturo) S. Typhimurium
fUTA 26 Cotopaxi Salcedo | Rio Cutuchi (EI Camal) S. Typhimurium
fUTA 27 Cotopaxi Salcedo | Rio Cutuchi (ElI Camal) S. Typhimurium
fUTA 28 Cotopaxi Salcedo | Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) S. Typhimurium
fUTA 29 Cotopaxi Salcedo | Canal de riego rio Cutuchi (La Gloria) S. Typhimurium

3.1.2. Perfiles de lisis

Se evaluaron los perfiles de lisis de los 26 bacteridéfagos aislados y purificados frente a
cepas patogenas de cinco serovares de S. enterica (Infantis, Enteritidis, Kentucky,
Pullorum, Typhimurium), E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus y L.
monocytogenes, por medio del test de la gota. Se observaron diferentes tipos de lisis,
completa (sin halos confluentes, 1), intermedia (con presencia de halos, 0) y ausencia de
lisis (-1). Como control positivo se utilizaron discos de Amikacina 30 mg/mL (AK30).
Se observo que los bacteriofagos tienen especificidad para el género Salmonella y no
acttan sobre el resto de bacterias en estudio. También se puede observar en la Tabla N°3,
que los bacteri6fagos presentan menores didmetros de inhibicion en relacién al antibiético
de Amikacina 30 mg/mL (AK30); excepto en los serovares Pullorum y Typhimurium,
donde los fagos mostraron una lisis similar al diametro de inhibicién del antibiético. A
nivel general, se encontraron perfiles de lisis diferentes para todos los bacteridéfagos, en

funcién de los serovares evaluados de Salmonella.
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Tabla N°3: Datos promedio de la prueba de la gota
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fUTA 13 o|lo|ofw|18]0]0|0]oO0]oO
o | fUTA 14 o | 0| O0]14]166|0]O0]O0]|O0]0O
& | fUTA LS o|lo|ofw|1w6]0]O0|0]oO0]oO
2 | fUTA 16 O | 0|0 |18|17]| 0| 0| 0| O0]O
£ [fUTA17 o|lo|ofw|1ww]o]o|o0o]oO0]oO
@ |fUTA18 olo o1 |122]0]o0o|0]o0]oO
fUTA 19 ol 7|08 ]9 |o0o]o]o0o|oO0]oO
f UTA 20 g8 | 7] 7]1w0]l9]of]o|o0o]o0o]oO
fUTA 21 8 | 0o |7 ]10]9|0o]o0o]o0o|oO0]oO
fUTA 22 ol 7|58 |lw]o]o|o0o]o0]oO
fUTA 23 ol 0| 0][13]14]|0]0]O0]|O0]oO
f UTA 24 olo|ofw|l122]0]o0|0]o0]oO
f UTA 25 ol 0 |O0][]15]13|/0]o0]O0]|O0]oO
f UTA 26 o|lo|of1w|w]O0]O0|0]O0]oO
fUTA 27 0o 6 | 0]1w6]15]0]o0] 0| O0]0O0
f UTA 28 o| 7] 0] |w]0]O0|0]O0]oO
f UTA 29 o | 0|0 ]17 24| 0] 0] 0| O0]O

Se realizo un analisis de tipo mapa de calor para evaluar la similitud entre perfiles de lisis,
por medio de un clustering jerarquico, considerando como meétrica de distancias a la
Correlacion de Pearson, utilizando un método de seleccion de enlaces completo y una
linea base (threshold) de 0.7. Para la elaboracion del dendograma, se consider6 como
variables a las calvas de lisis observadas para cada fago: Rojo=lisis completa, blanco=
lisis intermedia, azul= ausencia de lisis. Este analisis se ejecutdé en el programa

MultiExperiment Viewer version 2.2.
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Figura N° 3: Mapa de calor de los perfiles de lisis de los bacteriéfagos
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Considerando un threshold de 0.7, los fagos se clasifican dentro de dos grandes clusteres:
el primero (A), que agrupa a fagos con capacidad litica frente a S. Infantis y Kentucky; y
el segundo (B), con fagos liticos a S. Enteritidis, Pullorum y Typhimurium. Con la
finalidad de visualizar de forma detallada los clUsteres de fagos de acuerdo a su perfil
litico, se procedio a analizar el dendograma por medio del software iTOL (Letunic &
Bork, 2019); en donde se pueden distinguir a los dos cllsteres mencionados. Se aprecia
que el clUster B posee dos ramas definidas. Tal como se puede apreciar en el Cluster A
que se encuentra de color rojo, en el cual se encuentran agrupados los bacteriéfagos f
UTA 02, fUTA 03, f UTA 10, fUTA 09, f UTA 08, f UTA 07 y f UTA 05 muestran un
perfil resistente para los serovares Kentucky e Infantis; mientras que el Cluster B1, de
color azul en el que se encuentran los bacteriéfagos f UTA 20, f UTA 19, f UTA 12, f
UTA 11, fUTA 28y f UTA 27 muestran un perfiles de lisis resistentes e intermedios para
los serovares Typhimurium, Enteritidis, Pullorum y finalmente el Cluster B2 de color
naranja en el que se encuentran los bacteriéfagos restantes presentan un perfil de lisis
Unicamente para los serovares Typhimurium y Pullorum. Con la finalidad de analizar la
cinética de lisis de los fagos de cada cluster, se seleccionaron de manera aleatoria 2 fagos
del claster A, 3 fagos del cluster B1 y 2 fagos del cllster B2.

Figura N° 4: Dendograma de perfiles de lisis de los bacteriofagos
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3.1.1. Bacteriofagos

Figura N° 5: Cinética de lisis por fagos de S. Infantis
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El efecto de la adicion de f UTA 02 y f UTA 07 sobre S. Infantis fue altamente

significativa (P<0.01) en las densidades bacterianas de este serovar.

De acuerdo a la prueba de medias de Tukey, se detect6 que los dos fagos se clasifican en
grupos diferentes; siendo f UTA 02 el que presento el valor mas alto de lisis bacteriana,
presentando una inactivacién de 9 log UFC/mL en 48 horas. El fago f UTA 07 también
mostro diferencia estadistica significativa, sin embargo aun presentaba poblaciones
bacterianas viables después de 48 horas, mostrando una inactivacién de aproximadamente
3 log UFC/mL en 48 horas.
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Figura N° 6: Cinética fagos de S. Pullorum (11 y 12).
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Figura N° 7: Cinética fagos de S. Pullorum (13 y 16).
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El efecto de la adicion de f UTA 11, fUTA 12, f UTA 13y f UTA 16 sobre S. Pullorum

fue altamente significativa (P<0.01) en la reduccion de las densidades bacterianas, desde

el punto de vista estadistico. Sin embargo, a nivel general se observa que el efecto litico

de estos fagos es variable. De acuerdo a la prueba de medias de Tukey, se detectd que los

fagos se clasifican en cuatro grupos diferentes; siendo f UTA 12 el que presento el valor

maés alto de lisis bacteriana, seguido de f UTA 11, f UTA 13, debido a que a pesar de

mostrar diferencia significativa aun presentaban poblaciones bacterianas viables después

de 48 horas, mientras que f UTA 16 la disminucién fue muy similar a la que se observé

en el control.
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Como se observa en la Figura N° 5 el fago f UTA 11 mostr6 una reduccion de 0,7 log
UFC/mL, por otro lado el fago f UTA 12 registré un mayor reduccion de 2 log UFC/mL,
mientras que en la Figura N° 6 se observan que el fago f UTA 13 mostrd una reduccion
de 1 log UFC/mL, por otro lado el fago f UTA 12 registr6 una baja reduccién de
aproximadamente 0,5 log UFC/mL,

Figura N° 8: Cinética fagos de S. Enteritidis
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El efecto de la adicion de f UTA 19 y f UTA 20 sobre S. Enteritidis fue altamente

significativa (P<0.01) en las densidades bacterianas de este serovar.

De acuerdo a la prueba de medias de Tukey se encontré que los dos fagos se clasifican en
el mismo grupo, por lo que se comportan de la misma manera; tanto f UTA 19y f UTA
20 mostraron diferencia estadistica y después de 48 horas no presentaron poblaciones
bacterianas viables, mostrando una inactivacién de aproximadamente 4,5 log UFC/mL en
48 horas.
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Figura N° 9: Cinética fagos de S. Typhimurium
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El efecto de la adicion de f UTA 21, f UTA 22 y f UTA 28 sobre S. Typhimurium fue

altamente significativa (P<0.01) en las densidades bacterianas de este serovar.

De acuerdo a la prueba de medias de Tukey, se detecto que los tres fagos se clasifican en
dos grupos; siendo f UTA 28 el que present6 el valor méas alto de lisis bacteriana,
mostrando una inactivacion de 1 log UFC/mL en 48 horas, mientras que f UTA 21,f UTA
22 no mostraron diferencia significativa con relacion al control ubicandose en un grupo
intermedio, ademas aun presentaban poblaciones bacterianas viables después de 48 horas,

mostrando una inactivacion de aproximadamente 0,5 log UFC/mL.
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Figura N° 10: Cinética de inactivacion de f UTA 02
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De acuerdo a la prueba T de Student, se detectd que el efecto de la adicion de f UTA 02
sobre S. Infantis generd una diferencia altamente significativa (P<0.01) en las densidades
bacterianas de este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 7 log PFU/mL en
48 horas.

Figura N° 11: Cinética de inactivacion de f UTA 07
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De acuerdo a la prueba T de Student, se detectd que el efecto de la adicion de f UTA 07

sobre S. Infantis gener6 una diferencia altamente significativa (P<0.01) en las densidades
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bacterianas de este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 2 log PFU/mL en
48 horas.

Figura N° 12: Cinética de inactivacion de f UTA 12
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De acuerdo a la prueba T student, se detect6 que el efecto de la adicion de f UTA 12 sobre
S. Pullorum gener6 una diferencia significativa (P<0.01) en las densidades bacterianas de

este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 1 log PFU/mL en 48 horas.
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Figura N° 13: Cinética de inactivacion de f UTA 13
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De acuerdo a la prueba T student, se detectd que el efecto de la adicién de f UTA 13 sobre
S. Pullorum gener6 una diferencia significativa (P<0.01) en las densidades bacterianas de

este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 1 log PFU/mL en 48 horas.

Figura N° 14: Cinética de inactivacion de f UTA 19
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De acuerdo a la prueba T de Student, se detectd que el efecto de la adicion de f UTA 19

sobre S. Enteritidis generd una diferencia significativa (P<0.01) en las densidades
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bacterianas de este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 4 log PFU/mL en

48 horas.

Figura N° 15: Cinética de inactivacion de f UTA 21
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De acuerdo a la prueba T de Student, se detectd que el efecto de la adicion de f UTA 21

sobre S. Typhimurium gener6 una diferencia significativa (P<0.01) en las densidades

bacterianas de este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 1 log PFU/mL en

48 horas.
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Figura N° 16: Cinética de inactivacion de f UTA 28
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De acuerdo a la prueba T de Student, se detectd que el efecto de la adicion de f UTA 28
sobre S. Typhimurium generé una diferencia significativa (P<0.01) en las densidades
bacterianas de este serovar ya que la diferencia de crecimiento fue de 1 log PFU/mL en
48 horas.

DISCUSION

Se obtuvo un namero considerable de bacteriéfagos, con una elevada diversidad de
acuerdo a su perfil de lisis para los diferentes serovares de Salmonella evaluados.
Adicionalmente, ninguno de los fagos aislados mostrd un perfil litico frente a los
microorganismos de diferente género y especie evaluados. Por lo general, los
bacteriéfagos muestran una especificidad alta de acuerdo a especie, subespecie y
clasificaciones menores como serovares (Moreno Switt et al., 2013; Uzzau et al., 2001).
Sin embargo, se ha observado que existen bacteri6fagos liticos de Salmonella con
capacidad de infectar y causar lisis en bacterias diferentes debido a que probablemente
usan receptores o funciones intermediarias que son comunes en un amplio rango de

bacterias (Bielke, Higgins, Donoghue, Donoghue, & Hargis, 2007).

Los perfiles de lisis de los bacteridéfagos aislados muestran patrones definidos para los
serovares estudiados, siendo estos agrupados en 2 clusteres. Cada cluster denota que la
influencia de las diferencias entre serogrupos es determinante. El clister A incluye a fagos
cuyos huéspedes son los serovares Infantis y Kentucky, los cuales pertenecen a los
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serogrupos C (C1 Infantis, C2 Kentucky). El cllster B1, en cambio incluye a serovares
que pertenecen a los serogrupos B1 (Typhimurium), D1 (Enteritidis y Pullorum); y el
cluster B2 agrupa a los fagos con capacidad litica para el serovar del grupo Bl
(Typhimurium) y D1 (Pullorum) (Fuche, Sow, Simon, & Tennant, 2016; Grimont &
Weill, 2007). Por lo que, los fagos de los clusters B1 y B2 pueden ser considerados de
amplio espectro. Este perfil no especifico a los serogrupos ha sido estudiado en
investigaciones de bacteriofagos de S. Pullorum, los cuales han mostrado un perfil litico
frente a bacterias como Indiana (B), Typhimurium (B1), Paratyphi A (A), Enteritidis (D1)
y Derby (B) (Bao et al., 2019; Petsong et al., 2019).

Los fagos del cluster A presentan un perfil litico enfocado al serogrupo C. Es necesario
complementar el rango de huéspedes para estos fagos, considerando que es habitual que
presenten un perfil litico extenso entre serovares; como por ejemplo la detectada en fagos
obtenidos a partir de residuos de bovino, en donde los fagos liticos de S. Infantis y
Kentucky, mostraron lisis frente a serotipos como Javiana (D1), Panama (D1), Enteritidis
(D1), Typhimurium (B1), Muenster (E1), Anatum (E1), Mbandaka (C1) y Montevideo
(C1) (Moreno Switt et al., 2013). Sin embargo, en nuestro caso podrian ser un excelente
recurso para investigaciones posteriores, considerando que el cluster A engloba
huéspedes de presencia recurrente en el sector avicola del Ecuador (Calero-Céceres et al.,
2020; Sanchez-Salazar et al., 2019; Vinueza-Burgos et al., 2016).

Con la finalidad de mantener constante la cantidad de fago en funcion de la bacteria
huésped a evaluar, se utilizé una concentracion equivalente a 10 MOI, considerando que
se estima una ratio ambiental de 10:1 entre fagos y bacterias en el microbioma (Clokie,
Millard, Letarov, & Heaphy, 2011). Como se puede observar en las graficas de cinéticas
de lisis, cada bacteriéfago actua de diferente manera en funcién del tiempo; lo que se debe
en primer lugar a las adaptaciones del bacteriéfago tanto al medio ambiente como al
huésped. Otro de los factores que pudieron influir son los mecanismos bacterianos de
resistencia a los fagos; entre los que se encuentra la resistencia a la adsorcion, que da
como resultado una interaccion reducida entre el fago y la bacteria (restriccion); e
infecciones abortivas, donde mueren tanto el fago como la bacteria (Hyman & Abedon,
2010). La resistencia a la adsorcion incluye la pérdida de moléculas receptoras de fagos
en los huéspedes, asi como barreras fisicas que ocultan moléculas receptoras, debido a
que las bacterias pueden ocultar los receptores de fagos detras de las barreras que

consisten en polimeros extracelulares. Si bien estas barreras pueden bloquear las
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infecciones por fagos, no siempre logran hacerlo. De hecho, si bien las barreras pueden
desempefiar funciones protectoras contra algunos fagos, su diversidad quimica entre
cepas bacterianas podria ser el producto de una seleccion dependiente de la frecuencia
mediada por fagos (Abedon, 1992). Varios estudios de resistencia al fago de Lactococcus
han identificado cepas bacterianas que muestran interferencia de adsorcion codificada por
plasmidos, que consiste en incrementar el nivel de lipidos en el acido lipoteicoico en la
superficie celular y producir una capa que contiene galactosa y/o ramnosa para proteger
el receptor del fago (Riley, 2006). Otro de los factores que pueden influir en la resistencia
a la infeccion fagica es el sistema inmune CRISPR/Cas, el cual provee de inmunidad a la
bacteria frente a fagos y otros elementos invasivos (Barrangou & Horvath, 2012). Motivo
por el cual, es necesaria la continuacion de este tipo de investigaciones, en las cuales se
podra evaluar el efecto que tendrian combinaciones de fagos frente a diferentes
huéspedes, asi como el aislamiento de nuevos fagos y su evaluacion frente a bacterias con

patrones de resistencia a antibidticos diferentes.

Otro de los factores que pudieron influir son las diferencias en el tipo de familia al cual
pertenecen los fagos. Es importante mencionar que segun el tipo de bacteriéfago,
dependera al receptor al que se va a unir; ya que todos los fagos Siphoviridae requieren
receptores proteicos para la adsorcion en Gram negativos, mientras que los de bacterias
Gram-positivas requieren sacaridos y los Myoviridae de cepas Gram-positivas se unen
exclusivamente a azucares y los de bacterias Gram negativas también se unen a restos de
azucar y finalmente los Podoviridae requieren polisacaridos para la adsorcion (Bertozzi,
Storms, & Sauvageau, 2016). En nuestro caso, no pudimos realizar los ensayos de
microscopia electrénica que nos hubieran permitido conocer las familias de nuestros
fagos. Sin embargo, se cuenta con colaboradores que podrian continuar con la

identificacion morfoldgica de los mismos en futuras investigaciones.

Si bien en la evaluacion del efecto de la adicion de fagos con MOI 10 frente a las bacterias
huéspedes fue estadisticamente significativa en todos los casos, se destacan los
bacteriofagos f UTA 02 en S. Infantis, f UTA 19 y f UTA 20 en S. Enteritidis; los cuales
provocaron un efecto de eliminacion de la totalidad de la concentracion del huésped
después de 48 horas. Se recomienda continuar investigando las cinéticas de lisis del resto
de bacteriéfagos a diferentes MOI y condiciones de cultivo, asi como el potencial efecto

de la interaccion entre bacteriéfagos en forma de coctel fagico.
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Esta investigacion puso en evidencia la considerable diversidad de bacteriofagos liticos
de Salmonella aislados a partir de fuentes ambientales del centro del pais. Es necesario
continuar investigando sobre la capacidad litica de los fagos frente a bacterias patogenas,
como una alternativa al desarrollo de antibioticos de sintesis. Por lo que, la prospeccion
preliminar y las subsecuentes evaluaciones gendémicas y microscopicas son necesarias

con la finalidad de seleccionar potenciales candidatos como agentes de biocontrol.

Verificacion de Hipdtesis

Este estudio plante6 la hipotesis de detectar bacteriofagos liticos de Salmonella en
diferentes muestras de origen ambiental, de las provincias de Tungurahua y Cotopaxi; y
en caso de ser positiva, evaluar su efecto frente a microorganismos patégenos. Por lo
tanto, se acepta la hipotesis, considerando la elevada diversidad de bacteriéfagos aislados
que ejercen actividad litica frente a diversos serovares de Salmonella y cuyo efecto es
estadisticamente significativo. Sin embargo, estos bacteriéfagos no presentan actividad
litica frente a microorganismos de otros generos; el cual es un efecto habitual,

considerando la elevada especificidad que presentan los bacteriéfagos.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Se aislaron 26 bacteridéfagos de Salmonella a partir de muestras de aguas provenientes de
las provincias de Tungurahua y Cotopaxi, utilizando como huésped los serovares de S.

enterica Infantis, Enteritidis y Typhimurium.

Se evaluaron los perfiles liticos de los 26 bacteriofagos frente a cepas patdgenas de cinco
serovares de Salmonella (Infantis, Enteritidis, Kentucky, Pullorum, Typhimurium), E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus y L. monocytogenes, mediante la prueba de la
gota; ademas se elabord un dendograma en el que se encontré relacién entre los serovares
de S. Typhimurium, Pulloum y entre los serovares S. Kentucky e Infantis debido a la
similitud que muestran ciertos fagos en cuanto a su actividad lisogénica frente a estos dos

grupos de serovares.

Se procedio a evaluar las cinéticas de inactivacién de los fagos frente a su bacteria
huésped, detectandose un efecto estadisticamente significativo considerando una MOI de
10. Los fagos que presentaron una actividad litica notable fueron f UTA 02 en S. Infantis,
fUTA 19y f UTA 20 en S. Enteritidis, los cuales mostraron una inactivacion de hasta 9
log UFC/mL en 48 horas.
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4.2 Recomendaciones

Continuar el estudio de los bacteriofagos aislados, creando combinaciones de los mismos
(cocteles) para evaluar este efecto sobre la actividad lisogénica y con ello potenciar la

eficiencia de los bacteriofagos.

Experimentar con métodos de conservacion de bacteriéfagos, debido a que al usar el
método de criopreservacion con glicerol se obtuvo una tasa de mortalidad alta, por lo que
se recomienda buscar un método en el que pueda mantener la tasa inicial lo mas alta

posible.

Continuar con experimentos de prospeccién ambiental de bacteriéfagos, en especial en

ambientes impactados por la actividad antropogénica.

Caracterizar a los bacteriéfagos por técnicas de microscopia y genémica, con la finalidad
de conocer su familia y evaluar si no codifican elementos de virulencia que pueden ser

integrados en los cromosomas del huésped por medio de transduccion.
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MUESTREO

Anexo 2: Muestreo de la provincia de Cotopaxi
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Anexo 4: Muestreo Canton Ambato (Puerto Arturo)
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Anexo 6: Muestreo Cantén Patate
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Anexo 8: Muestreo via Patate-Pelileo
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Anexo 9: Muestreo Canton Cevallos (Cascada Jun Jun)

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE BACTERIOFAGOS DE SALMONELLA

Anexo 10: Purificacion de cepas patogenas (S. Infantis en agar XLD)
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Anexo 12: Purificacién de bacteriéfagos (huéped S. Infantis)
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Anexo 12: Generacion de titulo alto de bacteriofagos (huéped S. Infantis)

DETERMINACION DE LOS PERFILES DE LISIS DE LOS BACTERIOFAGOS

Anexo 13: Test de la gota (huéped S. Infantis)
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Anexo 14: Test de la gota (huéped S. Enteritidis)

Anexo 15: Test de la gota (huéped S. Kentucky)
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Anexo 16: Test de la gota (huéped S. Pullorum)

Anexo 17: Test de la gota (huéped S. Typhimurium)
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Anexo 18: Test de la gota (huéped E. coli,)

Anexo 19: Test de la gota (huéped S. aureus)
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Anexo 21: Test de la gota (huéped B. cereus)
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Anexo 22: Test de la gota (huéped L. monocytogenes)

CINETICAS DE INACTIVACION DE LOS BACTERIOFAGOS

Anexo 23: Colonias bacterianas de S. Pullorum con f UTA 12 (48 horas)
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Anexo 24: Calvas de lisis de f UTA 07 a 6 horas la cinética (huésped S. Infantis)

ANALISIS ESTADISTICO

Anexo 23.- Andlisis de varianza completamente al azar

Infantis

ANOVA

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:42:33

Completely Randomized AOV for log

Source DF SS MS F P
Fago 2 104.075 52.0374 1004.58 0.0000
Error 6 0.311 0.0518

Total 8 104.386

Grand Mean 4.3056 Cv 5.29

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 2.88 0.1331

O'Brien's Test 1.28 0.3449

Brown and Forsythe Test 1.73 0.2546

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

Fago 2.0 2490.36 0.0000

Error 2.7

Component of variance for between groups 17.3285
Effective cell size 3.0
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Fago Mean
Bacl 8.9067
Bact2 3.2167
Control 0.7933
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.1314
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1858

Prueba de Media

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:41:52

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of log by Fago

Fago Mean Homogeneous Groups

Bacl 8.9067 A

Bact2 3.2167 B

Control 0.7933 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.341 Critical Value for Comparison

All 3 means are significantly different from one another.

Resumes

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:42:58

Breakdown for log

Variable Level Mean SD Minimum Maximum
Fago Bacl 8.9067 0.0153 8.8900 8.9200
Fago Bact2 3.2167 0.3449 2.9100 3.5900
Fago Control 0.7933 0.1904 0.6100 0.9900

Overall 4.3056 3.6122 0.6100 8.9200

Cases Included 9 Missing Cases 0

Pullorum

ANOVA

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:44:01

Completely Randomized AOV for log

Source DF SS MS F P
Fago 4 7.60536 1.90134 317.24 0.0000
Error 10 0.05993 0.00599

Total 14 7.66529

Grand Mean 1.3173 Cv 5.88

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 3.15 0.0642

68

0.1858
0.8332



O'Brien's Test 1.40 0.3023
Brown and Forsythe Test 1.76 0.2128

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P

Fago 4.0 259.63 0.0000

Error 4.1

Component of variance for between groups 0.63178
Effective cell size 3.0
Fago Mean

0 0.5167

1 1.6267

2 2.4767

3 1.3233

4 0.6433

Observations per Mean 3

Standard Error of a Mean 0.0447

Std Error (Diff of 2 Means) 0.0632

Prueba de Medias

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:44:34

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of log by Fago

Fago Mean Homogeneous Groups

2 2.4767 A

1 1.6267 B

3 1.3233 C

4 0.6433 D

0 0.5167 D

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0632
Critical Q Value 6.141 Critical Value for Comparison 0.2745
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Resumen

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:44:51

Breakdown for log

Variable Level Mean SD Minimum Maximum
Fago 0 0.5167 0.0551 0.4600 0.5700
Fago 1 1.6267 0.0252 1.6000 1.6500
Fago 2 2.4767 0.1457 2.3400 2.6300
Fago 3 1.3233 5.774E-03 1.3200 1.3300
Fago 4 0.6433 0.0709 0.5800 0.7200

Overall 1.3173 0.7399 0.4600 2.6300

Cases Included 15 Missing Cases 0
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Enteritidis

ANOVA

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:45:51

Completely Randomized AOV for log

Source DF SS MS F P
Fago 2 10.5800 5.29000 3051.92 0.0000
Error 6 0.0104 0.00173

Total 8 10.5904

Grand Mean 3.8267 Ccv 1.09

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 0.00 1.0000

O'Brien's Test 0.00 1.0000

Brown and Forsythe Test 0.00 1.0000

Welch's Test for Mean Differences
Source DF F P
Fago 2.0 2615.93 0.0000
Error 4.0

Component of variance for between groups 1.76276
Effective cell size 3.0

Fago Mean
0 2.2933
1 4.5933
2 4.5933
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.0240
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0340

PdeM

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:46:18

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of log by Fago

Fago Mean Homogeneous Groups

1 4.5933 A

2 4.5933 A

0 2.2933 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0340
Critical Q Value 6.341 Critical Value for Comparison 0.1524

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.
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Statistix 10.0
09/03/2020; 9:46:35

Breakdown for log

Variable Level Mean SD Minimum
Fago 0 2.2933 0.0416 2.2600
Fago 1 4.5933 0.0416 4.5600
Fago 2 4.5933 0.0416 4.5600

Overall 3.8267 1.1506 2.2600

Cases Included 9 Missing Cases 0

Typhi

Statistix 10.0

09/03/2020; 9:47:24

Completely Randomized AOV for log

Source DF SS MS F

Fago 3 0.86947 0.28982 8.76

Error 8 0.26460 0.03307

Total 11 1.13407

Grand Mean 1.8367 Cv 9.90

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 1.45 0.2997

O'Brien's Test 0.64 0.6085

Brown and Forsythe Test 0.52 0.6798

Welch's Test for Mean Differences

Source DF F P
Fago 3.0 7.48 0.0368
Error 4.2

Component of variance for between groups
Effective cell size

Fago Mean
0 1.4933
1 1.7067
2 1.9267
3 2.2200
Observations per Mean 3
Standard Error of a Mean 0.1050
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1485

PdeM

Statistix 10.0
09/03/2020; 9:47:56

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of log by Fago
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Maximum
2.3400
4.6400
4.6400
4.6400

0.08558
3.0



Fago Mean Homogeneous Groups

3 2.2200 A
2 1.9267 AB
1 1.7067 AB
0 1.4933 B
Alpha

Critical Q Value
There are 2 group

S

0.01
6.215

(A and B)

Standard Error for Comparison
Critical Value for Comparison
in which the means

are not significantly different from one another.

Resumen

Statistix 10.0

09/03/2020; 9:48:15

Breakdown for log

Variable Level

Fago 0
Fago 1
Fago 2
Fago 3
Overall

Cases Included 12

BN e e

Mean
.4933
.7067
.9267
.2200
.8367

Missing Cases 0

O O O oo

SD

.2003
.2501
.1002
.1400
L3211

Minimum

1.
.4600
.8300
.0800
.3000

N e e

3000
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Maximum

1.
.9600
.0300
.3600
.3600

NN N

7000

0.1485
0.6526



