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RESUMEN

Los bacteri6fagos (o fagos) liticos son virus que infectan bacterias
provocando su muerte; esto resulta de gran interés para el uso de fagos liticos
como herramienta para el control biolégico y terapéutico de patdgenos
bacterianos. Salmonella spp. causa enfermedad gastroentérica en humanos y
animales, debido a que han emergido cepas de Salmonella multidrogo
resistentes (MDR) se necesita buscar alternativas a los antibidticos para su
control. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar bacteridfagos especificos
para Salmonella spp. previamente aislados a partir de materia fecal de perros en
Mexicali. Se realiz6 experimentos para determinar el rango optimo del pH y
temperatura para las actividades liticas in vitro. El tamafio aproximado de su
genoma ADN fue estimado por la electroforesis del gel de agarosa.
Adicionalmente se determind la actividad litica del fago sobre nuevas cepas de
Salmonella spp. aisladas de reptiles. Los datos obtenidos del presente trabajo
muestran que los fagos poseen potencial para utilizarse como coctel para el
biocontrol de Salmonella asociadas a diversas especies animales combinado con
otras medidas de bioseguridad e higiene para reducir el riesgo en salud publica

y veterinaria.

Palabras clave: Bacteriéfagos, Salmonella spp. reptiles, actividad litica, genoma

del fago



ABSTRACT

Lytic bacteriophages (or phages) are viruses that infect bacteria causing
their death; This is of great interest for the use of lytic phages as a tool for the
biological and therapeutic control of bacterial pathogens. Salmonella spp. causes
gastroenteric disease in humans and animals, since multidrug resistant
Salmonella strains (MDR) have emerged, it is necessary to seek alternatives to
antibiotics for its control. The objective of the present work was to characterize
specific bacteriophages for Salmonella spp. previously isolated from dog fecal
matter in Mexicali. Experiments were performed to determine the optimum pH and
temperature range for lytic activities in vitro. The approximate size of its DNA
genome was estimated by agarose gel electrophoresis. Additionally, the lytic
activity of the phage was determined on new strains of Salmonella spp. isolated
reptiles. The data obtained from this work show that phages have the potential to
be used as a cocktail for the biocontrol of Salmonella associated with various
animal species combined with other biosafety and hygiene measures to reduce

the risk in public and veterinary health.

Keywords: Bacteriophages, Salmonella spp. reptiles, lytic activity, phage genome
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INTRODUCCION

Los bacteriéfagos son virus que solo infectan bacterias. Cada uno carga
su genoma de una célula bacteriana a otra, dentro de las cuales puede dirigir la
produccién de mas fagos. El hospedero para cada fago es un grupo bacteriano
especifico. Este grupo es a menudo un subconjunto de una especie, pero varias
especies relacionadas a veces pueden infectarse por el mismo fago. Estan
ampliamente distribuidos en todo el mundo, son las entidades mas abundantes
en la tierra (las estimaciones oscilan entre 1030 y 1032 en total) y juegan un papel
clave en la regulacion del equilibrio microbiano en cada ecosistema (Kutter y

Sulakvelidze, 2004).

El uso de fagos para la reduccion de patdogenos bacterianos fue empleada
por d’Herelle en 1919 y desde entonces se utilizaron para el control de diversas
infecciones bacterianas (Callaway y col., 2006). Sin embargo el uso generalizado
de los antibidticos, unido al inconveniente de emplear preparaciones poco
purificadas, condujo al abandono de la fagoterapia (Ronda y col., 2016). Es asi
como la aparicion y transmision de microorganismos resistentes a los antibiéticos
ha intensificado la busqueda de alternativas para el control no antibiético de estos
patdgenos. Ya que las bacterias oportunistas resistentes a antibiéticos son un

riesgo de salud publica (Moreno y col., 2018).

La salmonelosis es una enfermedad de distribucion mundial y de gran
importancia para la salud publica, debido a que Salmonella entérica se encuentra

en el tracto gastrointestinal de mamiferos, aves y reptiles, ademas de que puede



sobrevivir durante mucho tiempo en agua, suelo o en los alimentos (Capparelli y
col., 2010). S. Enteritidis, es la serovariedad més prevalente en el mundo seguida
de S. Typhimurium (Uribe y col., 2006), causantes de la mayoria de las
infecciones entéricas en animales y humanos (Augustine y col., 2013; Sillankorva

y col., 2010).

La aparicion y propagacion de patdgenos resistentes a antibiéticos ha
creado un serio problema en el tratamiento de infecciones, representando un
riesgo para la salud publica y un desperdicio de recursos en los servicios de dicho
sector. Dentro de este grupo de patdgenos esta la bacteria Salmonella con mas
de 2600 serovariedades. Posee una gran capacidad de adaptacion, de desarrollo
de mecanismos de resistencia y es responsable de una considerable cantidad de

casos de enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo.

La preocupacion de que la humanidad este volviendo a la era pre-
antibidtica se ha vuelto muy real, y el desarrollo alternativas que frenen los
estragos de los patégenos infecciosos se ha vuelto una de las principales
prioridades para la medicina moderna y la biotecnologia. Previo al
descubrimiento y amplio uso de los antibiéticos, se sugirid que las infecciones
bacterianas podrian ser prevenidas o tratadas mediante la administracion de
bacteriofagos (Sulakvelidze et al, 2001). Esta alternativa de biocontrol requiere
ser extraida del medio en el que habita para, posteriormente, descubrir las
propiedades que presenta frente a diferentes estimulos que pueden influir en su

mecanismo de accion. El aislamiento y la caracterizacién de bacteriéfagos son



herramientas primordiales que permiten el acceso a potenciales fuentes de

tratamiento de enfermedades y control de patdégenos.

De tal manera que la presencia de Salmonella resistente a diferentes
antibidticos hace necesaria la blusqueda de alternativas para combatirlas
(Capparelliy col., 2010). Por esta razén la fagoterapia se ha usado para combatir
patdbgenos gastrointestinales, gracias a su potencial para controlar bacterias
(Callaway y col., 2006). Es por esto que el objetivo del presente trabajo es
caracterizar fagos liticos especificos a Salmonella spp previamente aislados a

partir de heces de perro callejeros de Mexicali, Baja California.



REVISION DE LITERATURA

Bacteriofagos liticos

Los fagos liticos, son virus que infectan bacterias, llevandolas a la
destruccion, debido a la multiplicacion y liberacion de nuevos fagos, que re-
infectaran a otras bacterias de manera especie-especifica. Ya que, su rango
hospedero se encuentra asociado a nivel de serotipo y especie (Hagens y
Lossner, 2010). Sin embargo se ha reportado que diferentes especies
bacterianas pueden ser huésped de un mismo fago (Kutter y Sulakvelidze, 2004).
Cada particula fagica (virion) esta formada por una nucleocapside; esta esta
compuesta por material genético y proteinas. De tal manera que el genoma
puede ser DNA o RNA de doble o de una sola cadena; y este estara protegido
por una cubierta de proteinas denominada capside. (Clark y March, 2006;
Guttman y col., 2005). Los fagos, como todos los virus, son parasitos absolutos
gue solo proliferan en ambientes que colonizan sus huéspedes bacterianos. Esto
se debe a que a pesar de llevar toda la informacion para dirigir su propia
replicacion, no tienen la maquinaria necesaria para generar energia ni ribosomas,
para la fabricacion de proteinas. Es asi como estos contribuyen a mantener un
equilibrio dindmico entre las especies bacterianas de cualquier ecosistema
natural (Kutter y Sulakvelidze, 2004; Brussow y Kutter, 2005). Fue asi como la
primera observacion asociada a la existencia de fagos liticos, fue reportada por
Hankin en 1896, quien observo actividad antibacteriana en los rios jumna y
ganges en la India. Sin embargo el descubrimiento de los fagos liticos fue dado

de manera independiente por Twort (1915) y d’Herelle (1917). Desde su
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descubrimiento hasta los afios 40 los fagos eran de uso comun, como farmacos
particularmente en Georgia, Rusia, Polonia y Estados Unidos (Summers, 2005).
Sin embargo el uso terapéutico de estos fue cayendo en el olvido, debido al

descubrimiento de los antibiéticos (Garcia y col. 2008; Gaviria y col. 2012).

Estructuras de fagos

Los fagos tienen un alto nivel de especificidad, viabilidad y capacidad para
proliferar rdpidamente dentro del huésped apropiado. Esto es gracias a su
estructura, la cual esta determinada por la conformacion y organizacion proteica
de su capside; de tal manera que estas proteinas definen la complejidad
estructural y la forma de fago, ya que pueden proveerlos de cuello, cola, fibras
caudales, laminas basales y/o espiculas (Figura 1); su funcion principal es
proteger al genoma viral. Ademas les proporciona la habilidad de permanecer
viables por largos periodos de tiempo, en ambientes adversos como la exposicion
a ADN-asas, variaciones de pH y temperatura (Segundo y col. 2010; Gaviria y
col. 2012). De modo que existen fagos icosaédricos (su genoma se encuentra
condensado, su forma es casi esférica) y helicoidales (su genoma se encuentra
como un filamento extendido y estda rodeado por proteinas dispuestas

helicoidalmente) (Maciel, 2012).
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Figura 1. Estructuras proteicas que pueden componer a un fago

A: fago con simetria icosaédrica; B: fago con simetria helicoidal o filamentosa.
Fuente imagen: Segundo y col. 2010

Ciclos de replicacion de los fagos

La infeccion fagica se inicia cuando el fago entra en contacto con una
bacteria hospedadora. Sin embargo los fagos pueden ser liticos (virulentos) o
temperados (lisogénicos), segun su ciclo de replicacion (Figura 2). El ciclo
lisogénico, inicia una vez que el fago inserta su genoma en el ADN bacteriano,
replicandose en cada division bacteriana, sin afectar la viabilidad de esta.
Mientras que el ciclo litico se da cuando el fago domina la maquinaria metabdlica
de la bacteria, dando lugar a la replicacion y transcripcién inicamente del genoma
fagico, esto con la finalidad de formar la nueva progenie y ocasionar la muerte
bacteriana (Ley de Coss, 2013; Spricigo, 2012). De manera que el primer paso
se da en el reconocimiento de los receptores de la bacteria, por los contra
receptores del fago. Este se fija adsorbiendo componentes especificos de la
superficie bacteriana, que contengan su receptor. Una vez que ocurre la

adsorcion, se produce un cambio en las proteinas de la placa basal y producen



un poro en la membrana citoplasmatica de la bacteria, en donde la vaina del fago
inyecta y/o ingresa su material genético, mientras que la envoltura proteica del
fago queda en el exterior. Estas proteinas reparan el poro de la membrana
citoplasmatica por donde ingreso el genoma viral y posteriormente se da la
expresion de los genes tempranos del fago, lo que permite la sintesis de
proteinas involucradas en la replicacién del genoma virico. Después se da la
replicacion del genoma fagico y la sintesis de las proteinas viricas de la expresiéon
tardia que estan implicadas en la formacion de las nuevas particulas
(empaguetamiento del genoma y ensamblaje de las nuevas particulas viricas), y
finalmente se da la destruccion bacteriana por lisis y liberaciéon de la nueva
progenie. La forma de replicacion del genoma viral es dependiente del tipo de

material genético (Quiroz, 2005; Spricigo, 2012).



Figura 2. Ciclos de replicacion fagica

Aplicaciones de fagos liticos

En los dltimos afios se ha reconocido que los fagos tienen varias
aplicaciones potenciales sin embargo la amenaza actual de bacterias resistentes
a los antibiéticos ha renovado el interés hacia los fagos liticos como agentes

terapéuticos y como agentes de control bioldgico (Garcia y col. 2008).

Fagoterapia

Fue d"Herelle quien empez6 a utilizar los fagos liticos como tratamiento
para enfermedades infecciosas, desde entonces la fagoterapia ha demostrado
ser una alternativa viable para enfermedades bacterianas (Segundo y col. 2010).

De tal manera que la fagoterapia se refiere a la administracion de fagos liticos



(virulentos), aislados directamente del paciente que es portador del patégeno
bacteriano que se considera responsable de una infeccién crénica. Sin embargo
hoy en dia se busca obtener mas conocimientos sobre la diversidad de los fagos
y de las interacciones fago-bacteria en individuos sanos y enfermos con el fin de
obtener nuevas alternativas para la prevencién y/o tratamientos contra las
infecciones bacterianas. Los fagos han sido administrados por varias vias (oral,
tépica, intravenosa, intrapleural), sin reportar complicaciones asociadas con su
uso. Se cree que los fagos son seguros por el hecho de que son comensales
omnipresentes dentro de los ecosistemas (Viertel y col. 2014). Algunas de las
ventajas de la terapia con fagos son: su uso como tratamiento preventivo,
alternativa para bacterias resistentes a antibioticos, su alta especificidad evita el
dafo a la biota normal del paciente, ademas de que no son téxicos para animales,
plantas y humanos. A pesar de que han demostrado ser efectivos como
tratamiento de enfermedades infecciosas, existen limitantes que hacen dificil su
desarrollo en formas farmacéuticas, retrasando su uso. Algunas de las limitantes
son: que su espectro de accion es limitado al ser altamente especificos, la
concentracion del fago debe ser lo suficientemente alta para permitir el contacto
con la célula hospedera, se eliminan rapidamente por el sistema inmune, ademas
de que las bacterias pueden presentar resistencia a los fagos (Jorquera y col.
2015). Sin embargo, la aplicacion de cocteles fagicos (mas de un fago especifico
contra la bacteria hospedador) puede contrarrestar la aparicion de bacterias
resistentes, ademas de aumentar la efectividad del tratamiento (Spricigo, 2012;

Tamariz y col. 2014).



Control bioldgico en alimentos

El control bioldégico basado en la aplicacion de fagos liticos contra
bacterias causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), es
relativamente nueva en comparacion con su uso terapéutico y de diagndstico. Sin
embargo, la aplicacion de fagos liticos en el area de inocuidad alimentaria puede
abordarse en todas las etapas de produccion con el enfoque de “granja ala mesa”.
De tal manera que se pueden aplicar: en animales enfermos como fagoterapia,
en productos crudos de origen animal y vegetal (biocontrol), en superficies y
utensilios (biohigienizacion) y como conservadores naturales en productos
manufacturados perecederos, para aumentar su vida util (Garcia y col. 2008).
Hoy en dia, diversos productos comerciales a base de fagos liticos, han sido
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA). Estos se aplican en
diferentes etapas de la produccion de alimentos con la finalidad de eliminar
patdgenos bacterianos como L. monocytogenes, E. coli y Salmonella spp. Sin
embargo, la utilizacion de fagos como agentes de control biolégico en alimentos
presenta diversas ventajas y desventajas. Dentro de las ventajas se describen:
alta especificidad, crecimiento exponencial de las particulas fagicas en presencia
de su bacteria hospedero, efectos minimos sobre la microbiota normal presente
en los alimentos, ademas de tener bajo impacto ambiental. Por otro lado las
principales preocupaciones y desventajas del uso de fagos son: la seleccion
rigurosa (utilizar unicamente fagos liticos, estables bajo ciertas condiciones
fisico-quimicas y temperaturas de almacenamiento), bajo rango de hospederos,
alta concentracion de fagos para que se dé la interaccion con la bacteria

hospedador, barreras fisico-quimicas que disminuyen la interaccién bacteria-fago
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(caracteristicas fisicas del alimento, siendo reportado un mejor efecto en
alimentos liquidos que en sdlidos), y por ultimo la presencia de problemas en la

percepcién del consumidor (Joquera y col. 2015).

Aislamiento de fagos

Una de las ventajas del uso de fagos liticos es que se pueden encontrar
de manera ubicua en el ambiente, de tal manera que son de facil acceso ya que
se pueden utilizar diversas fuentes para su aislamiento (suelo, aguas residuales,
heces, etc.) (Albino y col. 2014; Atterbury y col. 2007). Se han reportado diversos
trabajos en los que se aislaron fagos liticos. Hwang y colaboradores (2009),
usaron diversas muestras ambientales (suelos de criaderos y mataderos, aguas
residuales) y de pollos (piel y heces) como fuente para el aislamiento de fagos
liticos; lograron aislar seis fagos para Campylobacter jejuni de las muestras
obtenidas de los pollos. Asi mismo Melo y colaboradores (2014) aislaron cinco
fagos liticos para Staphylococcus epidermidis, a partir de aguas residuales sin
embargo ellos seleccionaron el fago SEP1 por presentar mayor espectro de
actividad litica, posteriormente hicieron diversas pruebas para su caracterizacion.
Por otro lado se reportd el aislamiento del fago A318 que infecta Vibrio
alginolyticus, este se aislo a partir de aguas destinadas para la acuicultura en el
sur de Taiwan (Lin y col. 2012). También se han reportado aislamientos de fagos
liticos para E. coli y Salmonella spp., donde usaron como fuente de fagos aguas

residuales (Bercieri y col. 1991).
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Salmonella spp.

Salmonella es una bacteria omnipresente y resistente, puede sobrevivir
durante varias semanas en un ambiente seco y varios meses en agua. De tal
manera que Salmonella es un género de bacilos gramnegativos que pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae, y que ademas son anaerobios facultativos, no
hemoliticos, no esporulados, ureasa y oxidasa negativos (Caffer y col. 2001).
Actualmente hay 2,463 serotipos (serovares) de Salmonella, este género consta
de dos especies Salmonella bongori y Salmonella entérica, esta ultima se divide
en seis subespecies S. entérica subsp. entérica; S. entérica subsp. salamae; S.
entérica subsp. arizonae; S. entérica subsp. diarizonae; S. entérica subsp.

houtenae y S. entérica subsp. indica (Brenner y col. 2000).

De los serotipos que son especificos para animales de produccion
tenemos S. Abortus ovis, S. Cholerae suis, S. Gallinarum, S. Abortus equi, S.
Dublin, estos provocan abortos y gastroenteritis principalmente en sus
hospedadores. Sin embargo, cuando los humanos se infectan con estos
serotipos, causan septicemia severa. De tal manera que el 99% de los serotipos
de subespecie entérica, son responsables de la salmonelosis en humanos y
animales (Gutiérrez y col. 2007). Sin embargo S. Enteritidis y S. Typhimurium son
los dos serotipos de mayor importancia, ya que se transmiten de animales a

humanos (zoonosis), y que ademas es de distribucion mundial (OMS, 2018).



12

Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad zoondtica constituida por un grupo de
infecciones provocadas por bacterias del genero Salmonella spp. (Fonneg y col.
2009), con manifestaciones que van desde una gastroenteritis, bacteriemia y

fiebre tifoidea (Rivera y col. 2012).

Enfermedad en humanos

En los humanos se suele desarrollar la enfermedad con severidad variable.
De tal manera que los pacientes infectados excretan con elevada carga
bacteriana al inicio de la enfermedad y esto va disminuyendo con el paso del
tiempo, sin embargo algunos pacientes se convierten en portadores que pueden
propagar la bacteria hasta después de tres meses. Los signos clinicos suelen
comenzar de 6 a 72 horas, después de la exposicion a Salmonella spp., estos
pueden durar de 2 a 7 dias. Los signos clinicos que pueden presentarse son:
fiebre, nauseas, vomito, diarrea (puede ser sanguinolenta), dolor de estbmago y
rara vez sepsis (OMS, 2018). La transmisién de Salmonella spp. se puede dar
por: la exposicion a individuos infectados, alimentos contaminados o por
exposicién a condiciones ambientales donde estuvo presente la bacteria; esto
ultimo se debe a que Salmonella puede sobrevivir durante largos periodos en el
medio ambiente, aunque no haya multiplicacion significativa (Forshell y col. 2006).
A pesar de que la mayoria de los casos son relativamente leves y que los

pacientes se recuperan sin tratamiento especifico se debe considerar de alto
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riesgo en pacientes pediatricos, geriatricos y con inmunosupresion, ya que en

ellos puede ser particularmente grave (Uribe y col. 2006).

Enfermedad en animales

A menudo se encuentra Salmonella en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos (Caffer y col. 2001).
De manera que estos pueden o no desarrollar la enfermedad, no obstante son
portadores y propagadores potenciales de la bacteria. Los animales infectados
pueden presentar vomito, diarrea (puede ser sanguinolenta), fiebre, pérdida de

apetito y bajo nivel de actividad fisica (OMS, 2018).

Importancia de Salmonella en salud publica

En la segunda mitad del siglo XX ocurrieron dos cambios importantes en
la epidemiologia de la salmonelosis en el mundo; en primer lugar el surgimiento
de infecciones en humanos provocadas por el consumo de alimentos
contaminados por Salmonella Enteritidis y en segundo lugar la mdltiple
resistencia a los antibiéticos de cepas de Salmonella Typhimurium (Castillo y col.
2008). De tal manera que la salmonelosis representa un problema de salud
publica nacional e internacional ya que se ha agudizado con la apertura
econdmica y la globalizacion, esto se debe al incremento en el consumo de
alimentos de origen animal (carne, huevos, lacteos, etc.) dando como resultado

un mayor riesgo de infeccién por los cambios que se han dado durante el
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desarrollo de las fases de produccion de los alimentos, como son las practicas
de manejo, almacenamiento, distribucién y preparacién de los mismos, de tal
manera que estas variaciones dan como resultado un gran problema en la higiene
de los alimentos. Como es sabido Salmonella spp. se encuentra comunmente en
el tracto gastrointestinal y otros tejidos ocasionando la contaminacion de la carne
durante el sacrificio animal, asi mismo los animales infectados excretan la
bacteria en heces y orina dando lugar a la contaminacion del ambiente, de tal
manera que se ha incrementado la diseminacion por via oral. Los alimentos
contaminados tienen un impacto directo sobre la salud de las colectividades, no
solo debido al patégeno sino frecuentemente por la presencia de antimicrobianos
gue pueden contribuir a la aparicién de cepas resistentes (Uribe, 2006; Rabago
y col. 2010). De manera que la aparicion de resistencia a multiples agentes
antimicrobianos en bacterias patégenas se ha convertido en una amenaza
importante para la salud publica ya que hay menos agentes antimicrobianos
disponibles o incluso a veces ninguno disponible para las infecciones causadas

por estas bacterias (Magiorakos y col. 2012).

En una investigacion en curso de un brote de Salmonella entérica realizada en el

Estado de Pensilvania en EUA, las infeccidnes por el serotipo Paratyphi B var. L
(+) tartrato (+) fueron asociadas con la exposicién a las tortugas mascotas
(Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2010).. Las tortugas han sido
reconocidas desde hace mucho tiempo como fuentes de infecciones humanas

por Salmonella y son un riesgo particular para los nifilos pequefos (CDC, 2010).
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Aunque la venta o distribucion de tortugas pequefias (aquellas con una longitud
de caparazon <4 pulgadas [<10,2 cm]) esta prohibida en los Estados Unidos
desde 1975 (con excepciones para fines cientificos o educativos), todavia estan
disponibles para usos ilegales comprar a través de vendedores ambulantes en la

calle, en los mercados de pulgas y en las ferias..

Entre el 5 de agosto de 2010y el 26 de septiembre de 2011, un total de 132 casos
de Salmonella Paratyphi B var. Se informé infeccion de L (+) tartrato + en 18
estados. La mediana de edad de los pacientes fue de 6 afios (rango: <1 a 75
afnos), el 66% tenia menos de 10 afos y el 63% eran mujeres. No se reportaron
muertes. De los 56 pacientes entrevistados, 36 (64%) informaron haber estado
expuestos a tortugas. Para 15 pacientes que pudieron recordar el tipo de tortuga
contactada, 14 identificaron tortugas demasiado pequefias para ser
comercializadas legalmente. Cinco muestras de agua de tanques de tortugas de
los hogares de los pacientes dieron positivo para la cepa del brote (cuatro de
Pensilvania y una de Carolina del Sur). La investigacion para rastrear la fuente
de estas tortugas es dificil porque los vendedores son pasajeros. Estos casos
ilustran que las tortugas pequefias siguen siendo una fuente de infecciones

humanas por Salmonella, especialmente para los nifios pequefios (CDC, 2012).

Aunque muchos reptiles son portadores de Salmonella, las tortugas
pequefias representan un mayor riesgo para los nifilos pequefios porque se las
percibe como mascotas seguras, son lo suficientemente pequefias para
colocarse en la boca y pueden manipularse como juguetes. A pesar de una

prohibicién de 30 afios sobre las tortugas pequefas, este brote en curso sugiere
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gue los esfuerzos de aplicacién de la prohibicién, asi como los esfuerzos de
educacion publica, no han sido completamente exitosos y deben ser examinados.
En 2010, en respuesta a una demanda presentada en 2007 por Independent
Turtle Farmers of Louisiana, Inc. que buscaba revocar la prohibicion, un tribunal
de distrito federal confirmé la autoridad de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos para hacer cumplir la prohibiciéon (3). Es probable que la
regulacion de la venta de tortugas pequefias siga siendo la accion de salud
publica mas eficaz para prevenir la salmonelosis asociada a las tortugas (Cohen

y col., 1980, Harrisy col., 2010).

Resistencia de Salmonella a los antimicrobianos

La aparicion de resistencia de Salmonella a los antibioticos ha crecido
rapidamente en diferentes partes del mundo, debido al abuso en la aplicacion de
estos como tratamiento en animales y humanos. Existen dos formas de
transmision de resistencia adquirida en Salmonella: por transmision de material
genético extra cromosOmico procedente de otras bacterias o a través de
mutaciones en el cromosoma bacteriano. La resistencia a los antibioticos como
el cloranfenicol, ampicilina y sulfametoxazol-trimetoprim, surgen y se diseminan
principalmente por la captacion de nuevo material genético transferible, a
diferencia de la resistencia a las fluoroquinolonas ya que es el resultado de
mutaciones en el genoma bacteriano (Riveray col. 2012). Se ha identificado una

amplia variedad de genes y mutaciones mediadoras de resistencia a fenicoles,
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aminoglucosidos, fluoroquinolonas y betalactamicos en Salmonella spp. (Michael

y Schwarz, 2016).

Fagos liticos para Salmonella

Varios estudios han aplicado tratamientos con fagos liticos para
contrarrestar la colonizacién por Salmonella spp., sugiriendo que los fagos
pueden ser considerados como una herramienta alternativa y/o complementaria
para los métodos de control y prevencién de esta bacteria. Atterbury y
colaboradores (2007) aislaron fagos liticos para Salmonella spp., ellos
seleccionaron tres fagos (9151, @25 y ¢10) que fueron aplicados en pollos de
engorda en dos diferentes concentraciones de multiplicidades de infeccion (MOI),
una baja (9.0 long 10 PFU/mI) y una alta (11.0 long 10 PFU/ml). De tal manera
gue ellos reportan no haber observado reduccién significativa de la colonizaciéon
por Salmonella spp., utilizando la concentracion minima del fago a pesar de haber
obtenido un incremento en la titulacion del mismo, por otro lado ellos reportan
gue observaron reduccion significativa de la colonizacion cecal de la bacteria,
utilizando una alta titulacion del fago. Asi mismo Borie y colaboradores (2008)
usaron un fago (f3SE) para reducr la incidencia de S. Enteritidis en pollos. Ellos
aplicaron diferentes tratamientos donde utilizaron fagos a diferentes
concentraciones (MOI de 1x10° UFP/dosis y de 10x107 UFP/dosis), ademas de
administrar S. Enteritidis por via oral. Después de 10 dias pos infeccién los pollos
fueron sometidos a eutanasia para tomar muestras intestinales y un pool de

organos (bazo, higado y corazén). Ellos detectaron la presencia de fagos en
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intestino y en érganos de tal manera que demostraron que el fago que se utilizd
presento una permanencia sistémica contribuyendo a una potencial ventaja en la
prevencion de futuras reinfecciones en las aves. Ademas de que no observaron
lesiones macroscoépicas sugerentes a alguna patologia lo que refuerza el
concepto de inocuidad de los fagos. Por otro lado Gong y colaboradores (2017)
usaron un coctel de fagos liticos (@jcl, @s5p2, 929, @52, @1pb y @vcal) para
reducir la contaminacién por Salmonella spp., en botas de trabajadores. Ellos
aplicaron diferentes tratamientos por inmersién y/o remojo de las botas, en los
gue incluian el coctel de fagos. De tal manera que ellos reportan que existen
muchos factores que afectan la efectividad de los fagos como desinfectante
habitual, sin embargo reconocieron que presentaron mayor efectividad
combinados con otro tipo de herramienta (hipoclorito de sodio o cepillado) que

ayude a aumentar la efectividad de estos.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

El presente trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Investigacién en Ciencias Veterinarias (IICV) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC); carretera Mexicali-San Felipe Km 3.5,

Laguna Campestre, Mexicali, B. C., México.

Cepa bacteriana

Se utilizo una cepa de Salmonella identificada con el nimero 488, del cepario de
Salmonella spp. del laboratorio de Biologia Molecular del 1ICV, obtenida de heces
de perros en Mexicali (cortesia del Dr Tomas Renteria Evangelista y MC. Karla
Michelle Nufiez Castro). El aislado fue identificado bacteriologicamente,

confirmado por medio del sistema API120e y la técnica de PCR dirigido al gen InvA.

El aislado fue sembrado en caldo de cultivo Luria Beltrani (LB), se incub6 a 37 °C
con agitacion de 250 rpm por un periodo de 24 horas; posterior a esto se
resembraron en cajas Petri con agar base LB y se incubaron a 37°C por un
periodo de 18 a 24 horas y después se almacenaron a 4°C, para su posterior
utilizacion. Ademas, se utilizaron caldos de cultivo fresco, de 3 a 5 horas de
crecimiento bacteriano y cajas Petri con agar LB pre-calentadas en incubadora
(de 2 a 3 horas), esto para las pruebas con fagos. Los medios se prepararon y

esterilizaron siguiendo las recomendaciones indicadas por los fabricantes.

17
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Para los experimentos de los bacteriofagos, cada dia del experimento se prepard
el cultivo fresco, inoculando en el medio liquido LB el cultivo de la bacteria
hospedera, seguido por incubacion a 37°C con agitacion por 3-5 horas en
crecimiento exponencial con una densidad Optica a 600 nm (ODeoo).

Adicionalmente se realiz0 el aislamiento de Salmonella spp a partir de heces de

reptiles y fueron identificados por el PCR del gen Inv A.

Susceptibilidad antibiética

Para determinar la susceptibilidad antibiotica de las nuevas cepas de
Salmonella spp aislados del reptiles se llevo a cabo la técnica de difusion en agar
utilizando sensidiscos de la marca Bio-Rad® para Gram negativos y cajas con
medio agar Muller-Hinton (MH, MCDLAB) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Primero se crecio un caldo de 18 a 24 horas, el cual fue diluido en
PBS hasta alcanzar una turbidez comparable con el estandar 0.5 MacFarland (va
de 1 a2 x 10 ® UFC/ml). Una vez que se llegé a la turbidez deseada se sembré
sobre la caja de agar MH, con ayuda de un hisopo estéril, distribuyendo la
muestra en toda la superficie; después de 3 a 5 minutos se coloco un sensidisco
en cada caja y se incub6 a 37°C durante 18 horas. Una vez transcurrido el tiempo
se examind cada caja, de manera que los resultados se clasificaron como
resistencia intermedia, sensible y resistente, segun el diametro del halo de
inhibicion (CLSI, 2012), formado de acuerdo al rango de referencia de los

sensidiscos
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Cada sensidisco cuenta con los siguientes antibioticos: amikacina (AK) 30
Mg, ampicilina (AM) 10 ug, cefalotina (CF) 30 ug, cefepime (FEP) 30 ug,
cefotaxima (CTX) 30 pg, ceftriaxona (CRO) 30 ug, cloranfenicol (CL) 30 pg,
gentamicina (GE) 10 ug, levofloxacina (LEV) 5 ug, netilmicina (NET) 30 pg,

nitrofurantoina (NF) 300 pg, trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 25 ug.

Bacteri6fago

Se utiliz6 el bacteriéfago 488, aislado por Diaz (2017) a partir de heces de perro,
utilizando como cepa bacteriana indicadora la Salmonella identificada con el

mismo numero.

Prueba de gota

Primero se prepar0 una caja Petri para inocular la bacteria hospedera haciendo
lineas con ayuda de un hisopo estéril y posteriormente se afiadieron gotas (5 ml)
de la muestra de fago sobre la bacteria inoculada, para después incubar las cajas
a 37°C por 24 hrs. Posteriormente se examinaron las cajas, se identificaron zonas
de lisis transparentes o parcialmente transparentes sobre el tapete bacteriano y

para finalmente dar como positiva la presencia fagos en la muestra.



Figura 3. Prueba de gota
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Ensayo de doble capa

Una vez que se detectd la presencia de un posible fago litico en la prueba de
gota, se realiz6é el ensayo de doble capa con la finalidad de poder observar y
corroborar la presencia de calvas (zonas transparentes o claras). Esta prueba
consiste en la sobre posicion de agar blando mezclado con bacteria hospedadora
y fago litico; sobre una base de agar soélido, que finalmente permite observar

calvas sobre el agar.

cultivo

fano
bacteriano § A

——

| ™~

media agar solido

/' presencia
de calvas

sermiligus

Figura 4. Prueba de doble capa
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Titulacién

Una vez que se tiene el stock de fagos, se procedio a realizar la titulacién del
mismo, calculando el nimero de particulas viricas infectivas por ml. Se tomaron
10 pL del stock y 90 pL de buffer SM para mezclarse en un tubo eppendorf. De
esta mezcla se tomaron 10 yL, se pasaron a otro tubo con 90 uL de buffer SMy
asi sucesivamente. De cada tubo se realizé la prueba de doble capa con 100 yL
de la bacteria hospedera y 10 uL de muestra diluida para observar la cantidad de
calvas presentes, realizando el conteo y calculando su titulacion en unidades
formadoras de fagos por mililitro (PFU/ml= Plaque Forming Units/ml) con la

siguiente formula:

Pfu/ml= No. de calvas x factor de dilucion x factor de volumen inoculado

104
P 10l 10p——_ P J—
NN R TR YR

=) L )
\ .I?I1Z1:UUD ll': l."1Z1U:UU|:| 1:100,000

stock de
fago S0ul de
SM

doble capal

1:100,000

1:1,000 1:10,000

Figura 5. Titulacion del fago
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Amplificacién del bacteridfago “stock de trabajo”.

En un matraz conteniendo 500 ml de caldo LB suplementado con NaCl 1%, se
agregd 5 ml de un cultivo en fase logaritmica de la cepa y 5 ml del lisado fagico
y se incub6 a 25°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
procedioé a la remocién de los restos bacterianos mediante centrifugacion, a 3300
g por 15 minutos y el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de
0,22 pym de porosidad. Los filtrados obtenidos (stock de trabajo) se mantuvieron

a4°C.

Efecto de la temperatura sobre la estabilidad del bacteriéfago

La prueba de la estabilidad térmica se realizé con 100 pL de muestra de
bacteriéfagos con un titulo de 1 x 10° pfu/ml, dispensados en tubos eppendorf los
cuales contenian 900 yL de buffer SM y sometidos a temperaturas de 10, 20, 30
40, 50, 60 y 70°C (Eppendorf Thermomixer R), por 1 hora. Concluido el tiempo,
se determino el titulo final de los bacteri6fagos mediante la técnica de la doble

capa.

Resistencia del fago al pH

La prueba de sensibilidad a diferente pH se hizo tomando 100 pL de

bacteriéfagos en solucién buffer SM con un titulo de 1 x 10° pfu/ml los cuales se
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pasaron a tubos eppendorf con 1 ml de PBS con pH ajustado (4,5,6,7, 7.4,89 y
Ctrl) utilizando HCI o NaOH a 25°C durante una hora. Culminado el tiempo, se

determino el titulo final de los bacteri6fagos mediante la técnica de la doble capa.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron tres bacterias gram negativo a partir de muestras de heces de tortuga
y dragon barbudo y se denominaron T2 y T3 de dos aislados de Gopherus
agassizii y D1 de un aislado de Pogona vitticeps. Los resultados de del PCR del
gen de InvA confirmé que el D1 es Salmonella spp. T2 y T3 no fueron sometidos

por mas andlisis de identificacion.

Figura 6.. Amplificacion del gen InvA
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Figura 7. . Andlisis de resistencia a antibidticos con mediante multidiscos®

Gram negativo.

Al et s w01 -
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Cuadro 1.. Resistencia fenotipica a antibidticos de bacterias aisladas de reptil

y anfibios de mascotas

El aislado del Salmonella spp D1 fue sensible a antibi6ticos utilizados en el
analisis, mientras los dos aislados T2 y T3 mostraron perfil de resistencia similar
siendo resistente a ampicilina (AM), cefalotina (CF). Para la carbenicilina (CB) el
T2 fue resistente mientras T3 mostré una sensibilidad intermedia, a parte de

contar una sensibilidad intermedia contra nitrofurantoina (NF).
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* Figura 8. Actividad litica del fago 488 amplificado.

Identificacion del fago 488. 1 (alicota original del 488), 2 (lisado
placas sin filtracion), 3 (lisado de placas filtrado). Las 4 tiras de
bacterias representan diferentes aislados de Salmonella spp.

susceptibles al fago 488.

Después de la amplificaciéon del fago 488 por las placas lisadas, se compararon
las actividades liticas del fago almacenado sin filtracion y fagos filtrados para
eliminar residuales bacterias. No habia diferencias notorias en los patrones de
lisis en la prueba de gotas, por lo que se continu6é almacenando la mayor

porcion del fago sin filtracion.
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Después del periodo de incubacion se observaron las cajas de la prueba de doble
capa para determinar la titulacién del amplificado, en ambas muestras se obtuvo
una sola calva de gran tamafio en la caja plagueada con la dilucién de 108, por

lo que se tituld la muestra con 1X10° PFU/ml.

Figura 9. Titulacion final (1X10° PFU/mI) del fago 488 amplificado.

En el caso de las pruebas de viabilidad a diferentes temperaturas, se analizaron
las cajas después de 24 horas de incubacion y se determind el titulo para cada
caja. Aparentemente los titulos se conservaron desde los 10°C hasta los 60°C,

pero al llegar a 70°C se obtuvo una disminucién significativa (2X10* PFU/mI).

Las calvas observadas en las cajas plaqueadas con la muestra sometida a 10°C
resultaron similares a las calvas obtenidas después de plaquear la muestra
almacenada a 4°C sin tratamiento alguno (calvas de gran tamafio). Las muestras
tratadas con temperaturas desde 20°C a 50°C resultaron con calvas con
dimensiones menores. De los 60°C en adelante la morfologia de las calvas volvié

a ser similar a la obtenida a temperaturas menores a 20°C.



Figura 10.

Efectos de temperatura en actividad litica del fago 488.
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Figura 11. Determinacién del rango de temperatura 6ptima del fago 488

La actividad litica del fago 488 analizado por numero de calvas en la prueba de
doble capa tuvo su rango de temperatura 6ptima de 20-50 °C. En la temperatura
arriba del 60 °C, la reduccion de numero de calvas fueron mas de 60 %, mientras

en la temperatura a 10 °C se observé una reduccion de 37% de namero de calvas.

Larazon de que se incrementd 60 % de numero de calvas en tratamientos de 20-
50°C comparado con el control negativo podria ser por el tiempo de incubacién
gue posiblemente resultd reducir la agregacion de las particulas de fagos ya que
el fendmeno de agregacion de fagos es la causa de subestimacién del titulo de

fagos liticos (Gutmman y col. 2015).
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En el caso de la viabilidad del fago a los cambios de pH, se observo alta actividad

en las diluciones de 102y 10 con pH desde 4 a 7. En las diluciones de 10 la

actividad se mantuvo estable hasta alcanzar pH de 4, donde disminuyé

ligeramente. Al aumentar la dilucién a 10, naturalmente se obtienen menos

titulos en todas las muestras, y de la misma forma que en la dilucién de 10%, la

disminucion ocurre en el pH de 4. En las cajas con las muestras sometidas a pH

de 8,9, el control (para 102y 103%), 6 y 5 (para 10°°) no fue posible hacer un conteo

de calvas ya fuere por ausencia de estas o0 por crecimiento severo de bacterias.

pH Dilucion plaqueada
1072 103 10* 10°
Ctrl (pH 8) | Contaminaciéon | Contaminacion +++ ++
9 Sin actividad Sin actividad Sin actividad Sin actividad
8 Contaminacion | Contaminacion | Contaminacion | Contaminacion
7 +++ +++ +++ ++
6 +++ +++ +++ ND
5 +++ +++ +++ ND
4 +++ +++ ++ +

Porcentajes de sobrevivencia del fago 488 a diferentes pH. El nimero de calvas
observadas se representa como: +(10/pfu), ++(100/pfu), +++(>1000/pfu). ND: no

determinado.

Cuadro 3. Determinacién del rango de pH 6ptimo del fago 488
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Figura 12. Estimacion del tamafio de ADN gendmico del fago 488.

DNA genodmico extraido fue digerido por la enzima EcoRI y fue analizado por la
electroforesis del gel de agarosa a 0.6%. Se compard con los marcadores del

tamafo del ADN y se determiné el tamafio de genoma como entre 40-50kb.



CONCLUSIONES

El fago 488 demostro la actividad litica 6ptima en el rango de temperatura de

20-50 °C.

El rango de pH éptimo del fago 488 no fue determinado con la exactitud, solo

se confirmé su actividad entre pH 4-7.

Es necesario descartar el mecanismo fisico de la termoresistencia y

resistencia a pH acida como por ejemplo las agregaciones de los fagos.

Se determiné el tamafo aproximado del genoma de ADN como 40-50kb,
facilitando el futuro estudio de secuenciacion del genoma completo para
identificar genes involucrados en el reconocimiento y lisis del hospedador

especifico.

Reptiles y anfibios de mascota son fuentes de infeccién por Salmonella dentro
de hogares por lo que sera necesario realizar mas estudios sobre bacterias

resistentes a antibidticos asociados a estos animales.
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