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RESUMEN

La Salmonelosis es una Enfermedad Trasmitida por Alimentos (ETA) que se produce debido a la contaminacion
por bacterias del género Salmonella en comestibles como la carne de pollo y la de cerdo, asi como en productos
provenientes de granjas avicolas. Debido a que el uso indiscriminado de antibiéticos en los pollos ha contribuido
a la seleccién de bacterias resistentes, es necesario implementar alternativas naturales que permitan el control de
las poblaciones bacterianas en granjas avicolas, siendo los bacteri6fagos, una posible opcion debido a su gran
especificidad para infectar bacterias. Empleando el método de doble capa se lograron encontrar bacteriéfagos en
una muestra ambiental de gallinaza proveniente de una granja avicola ubicada en el municipio de Palmira, Valle
del Cauca, capaces de infectar una cepa de Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028.
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ISOLATION OF BACTERIOPHAGES FROM A SAMPLE OF ENVIRONMENTAL ORIGIN
CAPABLE OF INFECTING SALMONELLA SPP.

ABSTRACT

Salmonellosis is a Foodborne Disease (FDB) that occurs due to contamination by bacteria of the Salmonella genus
in edibles such as chicken and pork, as well as in products from poultry farms. Because the indiscriminate use of
antibiotics in chickens has contributed to the selection of resistant bacteria, it is necessary to implement natural
alternatives that allow the control of bacterial populations in poultry farms, bacteriophages being a possible option
due to their high specificity to infect bacteria. Using the double layer method, bacteriophages were found in an
environmental sample of chicken manure from a poultry farm located in the municipality of Palmira, Valle del Cauca,
capable of infecting a strain of Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028.

Keywords: Phage teraphy, salmonellosis, Salmonella spp, poultry farm.
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1. INTRODUCCION

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias de manera especifica, se les considera como parasitos
intracelulares obligados y estan constituidos por material genético y proteinas. Su genoma puede ser de ADN o de
ARN (simple o doble cadena), protegido por una cubierta proteica denominada capside. La estructura de los fagos
es compleja porque estan formados por: una capside, el cuello, la cola, las laminas basales y las espiculas. Estas
Gltimas le brindan al bacteriéfago la capacidad de adherirse al receptor de la célula huésped e iniciar el proceso
infectivo [1]. Los bacteriéfagos pueden realizar dos ciclos diferentes: ciclos liticos y/o ciclos lisogénicos. En el ciclo
litico, una vez que ha ocurrido la interaccién virus-receptor de la bacteria, ocurre la adsorcion del fago lo que
desencadena la inyeccion del acido nucleico al interior celular. Seguidamente, inicia la replicacion del genoma
viral, la expresion genética, la sintesis de proteinas y el ensamblaje de los viriones [2]. Finalmente, ocurre la
liberacion de progenie viral a través de la lisis de la célula hospedadora, por lo que los fagos se dispersan en el
entorno, donde pueden infectar nuevos huéspedes. Los bacteriéfagos que realizan el ciclo lisogénico, tienen
una estrategia diferente. Después de la inyeccion del genoma, éste se integra en una seccién especifica del
cromosoma bacteriano (profago), dando paso a la desaparicion de la particula viral infecciosa. Cada vez que la
célula bacteriana replica su cromosoma, replica el ADN del profago, motivo por el cual las divisiones celulares
sucesivas produciran una poblacién de células bacterianas que albergan el material genético del bacteriéfago. Los
factores ambientales como el estrés por déficit de nutrientes u otras condiciones de crecimiento desfavorables,
pueden inducir que inicie el ciclo litico [3].

El género Salmonella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, y se caracterizan por ser bacilos Gram negativos,
aerobios facultativos, métiles, no formadores de esporas y fermentadores de glucosa con formacion de acido y
gas. Puede crecer entre 7 y 49°C (aun cuando su crecimiento se ve reducido a temperaturas inferiores a 15°C), a
un pH 6ptimo entre 4.9 y 9.0 [4]. Se ha reportado que el género Salmonella crece bien en alimentos, especialmente
si tiene un alto contenido de proteina. La habilidad de esta bacteria para sobrevivir en la cadena agroalimentaria
se debe, en parte, a su capacidad para responder efectivamente a los cambios ambientales [5].

La infeccion causada por Salmonella spp. se llama salmonelosis y hace parte del grupo de Enfermedades de
Transmision Alimentaria (ETA) [6], las cuales se originan por la ingestion de alimentos, incluida el agua, que
contienen agentes etiolégicos en cantidades tales que afectan la salud del consumidor a nivel individual o en
grupos de la poblacion [7]. Los principales sintomas asociados a esta patologia son desérdenes gastrointestinales
que incluyen dolor abdominal, diarrea, vémito, fiebre y en algunos casos, puede ocasionar enfermedad sistémica
e incluso elevadas tasas de mortalidad en la poblacion expuesta [6]. La salmonelosis es una de las ETA que se
reporta con mas frecuencia a nivel mundial. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se reportan 550
millones de brotes de Salmonella spp. por afio, de los cuales 220 millones de brotes corresponden a nifios menores
de 5 afios. Se estima que anualmente en Estados Unidos, Europa y Latinoamérica se notifican 15; 19; 23,7 y 68,4
casos por cada 100.000 habitantes, respectivamente; mientras que, para Latinoamérica, se calcula que el nimero
de casos podria aumentar aproximadamente 29 veces mas [6].

Colombia ocupa el puesto 24 en produccién mundial de pollo, mientras que el consumo per céapita durante los
tltimos 10 afios ha venido aumentando de forma significativa de 20,1 a 30,2 kilogramos/habitante en los afios
2000 y 2015. Hasta mayo de 2016, el departamento con mayor produccién de carne de pollo fue Santander con el
24,6% de la produccion anual, seguido por Cundinamarca con un 20,1% y Valle del Cauca con 16,2% [6]. De
acuerdo con los datos reportados por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, el Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE), la Federaciéon Nacional de Avicultores de Colombia (FENAVI) y el Fondo
Nacional Avicola (FONAV), en el Censo Nacional de Avicultura Industrial del 2002, existian 166 granjas
reproductoras, con un total de 3.861 galpones, distribuidas principalmente en los departamentos de Cundinamarca,
Santander y Valle del Cauca; de los cuales 1.883 eran pollo de engorde.

En laindustria avicola colombiana, coincidiendo con lo reportado en otros paises, se han identificado de las posibles
vias de entrada de Salmonella spp. a las granjas, entre las cuales estan: el hombre, el agua (principalmente en
aquellas granjas en la que el abastecimiento se hace con fuentes no potables), vehiculos que entran y/o salen de
la granja (camiones que transportan los pollos y el alimento), la limpieza y la desinfeccién de los equipos usados
para el manejo de las aves (comederos, bebederos, jaulas, nidos), la presencia de otros animales en la granja que
pueden actuar como vectores de Salmonella spp. (porcinos, bovinos, caninos, equinos, etc.) [5]. De acuerdo con la
principal guia de autocontrol en la industria alimentaria, Salmonella spp. se considera un peligro en la mayoria de



los PCC (Punto Critico de Control), y, por lo tanto; debe ser controlado o eliminado desde las materias primas
mediante la vigilancia de temperaturas de proceso de elaboracidn, aplicando medidas de control como la limpieza
y desinfeccion de los equipos, en practicas de higiene personal o en mantenimiento de instalaciones [8].

Una desventaja que tienen las industrias avicolas artesanales es que no cuentan con los equipos sistematizados
para el control de la higiene en sus cadenas de produccion, por esta razén, realizar un control para garantizar la
inocuidad de los productos resulta muy complejo. En muchas ocasiones, los avicultores optan por suministrar
diferentes antibiéticos para controlar infecciones bacterianas; lo cual supone un costo elevado sin mencionar que
muchos de los antibiéticos pueden generar problemas en el producto final, como, por ejemplo, la progresiva
resistencia por parte de las bacterias a los diferentes antimicrobianos [9]. La resistencia antimicrobiana es
considerada una amenaza creciente a nivel global debido a la diversidad y volumen de antimicrobianos prescritos
en medicina humana y veterinaria, lo que ha facilitado la seleccién y dispersién de patdgenos resistentes a estos
farmacos, ademas, la persistencia ambiental de bacterias multirresistentes constituye un riesgo para la salud
publica y para la salud de los animales, por lo que es importante implementar medidas de prevencién y vigilancia,
y que impulse la evaluacion de estrategias alternativas al uso de antimicrobianos en la industria, como por ejemplo
la aplicacion de extractos naturales o la fagoterapia [10].

Las preocupaciones sobre la presencia de bacterias en alimentos de origen animal y la necesidad de un periodo
de retencion para evitar la exposicion humana, han aumentado el interés en la terapia de fagos contra los patdgenos
transmitidos por los alimentos [11]. Ademas, los bacteridfagos tienen la ventaja de ser naturales, no toxicos para
las poblaciones naturales de microbiota humana o animal, y relativamente econdmicos, a diferencia de muchos
antibidticos.

En Estados Unidos, la Food and Drug Administration (FDA) ha realizado esfuerzos desde hace 40 afios para
regular el uso de antibiéticos en los animales. En Colombia, la resolucion No. 1966 del 5 de septiembre de 1984
del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) permite el uso de sustancias antimicrobianas como promotores de
crecimiento o mejoradores de la eficiencia alimentaria siempre y cuando estos no coincidan con los utilizados con
fines terapéuticos en medicina humana. El problema radica en que los llamados promotores de crecimiento son o
tienen entre sus componentes antibiéticos de amplio espectro, que pueden llegar a generar resistencia cruzada
frente a antibidticos usados en medicina [12]. Por los motivos antes expuestos, en este trabajo se realizo la
busqueda de bacteriéfagos proveniente de muestras de origen ambiental con capacidad de infectar Salmonella
spp. provenientes de una granja avicola ubicada en el municipio de Palmira, Valle del Cauca.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Condiciones de crecimiento y medios de cultivo.

2.1.1. Aislamiento de una cepa de Salmonella spp. proveniente de una muestra de
gallinaza.

Se prepararon 5 tubos de ensayo con 9 mL de Tripticasa de Soya Broth (TSB) (Merk VM821959). En uno de los 5
tubos, se agreg6 1 g de gallinaza y se homogenizé utilizando un vortex (Boeco, vortex V1 Plus). A continuacién, se

realizaron diluciones seriadas (1:10) hasta 10'5, Los tubos fueron incubados (VW-R Scientific Products Md 5015) a
35+2°C durante 18 horas, para posteriormente sembrar 0,1 mL de cada dilucién en placas de agar XLD (AD-BIO;
AD-MP40-3; lote: 4019006), las cuales se incubaron durante 18 horas a 35+2°C. Una vez transcurrido este tiempo,
se seleccionaron colonias que correspondieran presuntamente a Salmonella spp. ya que esta bacteria se caracteriza
por producir colonias con un centro negro grande y brillante o colonias casi completamente negras [13].
Adicionalmente, se realizé una prueba fenotipica rapida, llamada catalasa, para verificar otra caracteristica
fenotipica correspondiente al género Salmonella. Para llevar a cabo esta prueba, se tomo una colonia con un asa
metéalica y se esparcid sobre un porta objetos limpio, para posteriormente agregar una gota de perdxido de
hidrégeno. La prueba es positiva cuando se observa burbujeo. Aquellas colonias negras, catalasa positiva fueron
consideradas como presuntas Salmonella spp.



2.2. Extraccién de ADN empleando el método de ebullicion, PCR y secuenciacion.

La extraccion del ADN de las presuntas Salmonella spp. (colonias negras, catalasa positivas) se realizo
resuspendiendo una colonia aislada en 100 uL de agua ultra pura y estéril. Seguidamente se sumergié en el tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL en un bafio maria a 100°C, durante 10 minutos. Una vez terminado el ciclo de
ebullicién, se procedio a centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a otro tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL estéril para ser utilizado como ADN molde para la PCR [14].

El gen 16S fue amplificado por PCR haciendo uso de los iniciadores que se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Iniciadores utilizados para llevar a cabo la PCR [15].

Nombre del ; Tamafio del | Temperatura de
Cebador Secuencia del Cebador amplicén | hibridacién (°C)
Ul 5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3 996 55
u2 5-ATCGG (C/T) TACCTTGTTACGACTTC-3

Para realizar la PCR se usé la mezcla de reaccién PCR 100 2X (CorpoGen OPTBM-00006), empelando las
concentraciones finales que se observan en la Tabla 2. Luego, las muestras fueron colocadas en un termociclador
(Eppendorf 950000040 Mastercycler) y se utilizaron las condiciones que se observar en la Tabla 3. En esta tabla
se observa el proceso de 1 ciclo, para este ensayo se realizaron 35 ciclos consecutivos. El control positivo fue una
cepa de referencia conocida (Escherichia coli ATCC 25922), mientras que en el control negativo se sustituyo6 el
ADN por agua ultra pura, estéril.

Tabla 2. Concentraciones de los componentes empleados para realizar la PCR.

Componentes Concentracién inicial Concentracién Final
Mezcla para PCR 2X 1X
Primer forward Ul 10 uM 0,2 uM
Primer reverse U2 10 uM 0,2 uM
ADN 50 pL 10% del Volumen final de reaccion
Agua ultra pura - Hasta completar el volumen final

Tabla 3. Condiciones de procesamiento de las muestras en el termociclador.

Proceso Temperatura (C°) Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion Inicial 94 3
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 55 1
Extension 72 1
Extension final 72 5

La separacion de los fragmentos de ADN se realizé por medio de electroforesis horizontal en gel de agarosa
haciendo uso de un tampon TBE (Tris 0,089 M; acido bérico 0; 089 M, EDTA 0; 002 M; de CorpoGen) a una
concentracion final de 1X. La concentracién del gel de agarosa (HydraGene) fue del 1% p/v. Para la electroforesis
se empled un marcador de peso molecular de 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs) (Fig. 1). La visualizacion
del ADN se realiz6 mediante fluorescencia indirecta a 320 nm por medio de tincién con Sybr Green y con la
utilizacion de un transiluminador (UVP, BenchTop).



Base Pairs  Mass (ng)
-1517 45

-1.200 35

- 1,000 95
- 900 27

- 800 2
- 700 21
- 600 18
- 500/517 97
- 400 38
- 300 29

- 200 25

- 100 48
Figura 1. Marcador de peso molecular 100 bp Ladder New England Biolabs.

El producto de PCR fue secuenciado en Macrogen (Corea), empleando el método Sanger. Las secuencias se
analizaron por medio del programa ChromasPro (version 2.1.8) y se compararon con las secuencias disponibles
en la base de datos GenBank del International Nucleotide Sequence Database Collaboration (NCBI), utilizando la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

2.3. Obtencioén de lisados virales a partir de muestras de origen ambiental provenientes de
una granja avicola.

Se recolectaron muestras de gallinaza y de agua de los bebederos de los corrales ubicados en la finca avicola Los
Portales, ubicada en el Km 10 via Cali-aeropuerto Internacional Alfonso Bonilla Aragén, frente a la zona franca del
pacifico, Palmira, Valle del Cauca (Anexo 1). Las muestras se trasladaron al laboratorio de microbiologia de la
Universidad Santiago de Cali, en una nevera de poliestireno expandido, manteniendo una temperatura de 4°C.

En un tubo cénico se agregaron 2,5 g de gallinaza o 2,5 mL de las muestras tomadas de los bebederos, y se
mezclaron con 22,5 mL de buffer SM (5.8 g NaCl; 2.0 g MgS0O4 - 7H20 50 mL 1 M Tris-HCI pH 7.4, por litro de
agua estéril) [16] y 2,5 mL de TSB (10X). Esta mezcla se centrifugd a 4000 g durante 15 minutos a 4°C vy, el
sobrenadante se filtr6 empleando un sistema de filtracion que tenia una membrana de 0,45 pm. A este filtrado, se
le agregaron 75 pL de un cultivo de Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 en fase estacionaria y TSB
suplementado con CaCl2 (10mM). Esta mezcla se incubd sin agitacién, durante 16 horas a 37°C. Luego, se le
agreg6 el 10% v/v de CH:Clz, se incubé a temperatura ambiente durante 30 minutos y se centrifugd a 4000 g
durante 15 minutos a 4°C, para posteriormente extraer la fase acuosa, la cual se nombré Lisado #1.

2.4.Determinacion de presencia de bacteri6fagos por el método de doble capa.

Para detectar la presencia de fagos en el Lisado #1, se empleé una prueba cuantitativa llamada “Método de doble

capa’”. Esta técnica se inicié haciendo diluciones seriadas del Lisado #1, hasta llegar a 10°. Luego, se realizaron
mezclas de 0,1 mL de un cultivo de Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 con 0,1 mL del Lisado #1

puro y con cada una de las diluciones realizadas (10'11 10 10'3). Cada uno de los 4 tubos, se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 10 minutos, para luego agregar 5 mL de agar blando Tripticasa de Soya (TSAB, 7 g
de agar por litro). Las mezclas se homogenizaron con vortex y se vertieron en cajas de agar Tripticasa de soya
(TSA). Las cajas se incubaron a 37°C durante 18-20 horas [17]. Esta metodologia también se realizé con la cepa
de Escherichia coli ATCC 25922, la cual se emple6 como control del proceso.



2.5. Recuento de placas liticas.

Transcurridas las 18-20 horas de incubacion, se observd presencia de placas liticas y se calculd el titulo viral
(UFP/ml) aplicando la siguiente féormula (Ecuacion No. 1): [18]

(UFP) _ #deplacas liticas x factor de dilucion
mL) volumen de muestra sembrada

Ecuacion 1. Férmula aritmética utilizada para calcular el nimero de placas liticas por mililitro.

3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento de una cepa de Salmonella spp. proveniente de muestras ambientales de una
granja avicola.

Se recolectaron muestras de gallinaza de la granja en la avicola los Portales con el fin de aislar una cepa silvestre
de Salmonella spp. (Fig. 2). Estas muestras se trataron realizando diluciones seriadas (1:10) de solucién salina

0.85% estéril hasta llegar a la dilucién 10° para disminuir la carga microbiana.

Figura 2. Gallinaza producida por las gallinas de la linea Lohmann Brown (Fotografia tomada por Juan Martin
Alvarez Pérez, 2019).

Una vez realizada las diluciones seriadas de la gallinaza y sembradas en medio XLD, se puede observar que hay
un crecimiento limitado de colonias color negro (Fig. 3), que serian presuntas Salmonella spp. Por esta razén, se
procedié a aislar y purificar la Gnica colonia que cumplia con las caracteristicas fenotipicas esperadas hasta
obtener un aislado que estuviera lo méas puro posible.



Figura 3. Siembra en superficie de las diluciones de gallinaza sobre agar XLD (Fotografia tomada por Juan
Martin Alvarez, 2019).

Después del reaislamiento, se obtuvieron colonias que cumplian con la morfologia descrita para el crecimiento
presuntivo de Salmonella spp. en agar XLD, es decir, eran colonias negras, con bordes lisos y claros (Fig. 4), que
ademas, resultaron ser catalasa positiva (Fig. 5).

Figura 4. Aislado final de una presunta colonia de éalmpnella spp. de una muestra de gallinaza (Fotografia
tomada por Juan Martin Alvarez Pérez, 2019).
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Figura 5. Prueba catalasa positiva (Fotografia tomada por Juan Martin Alvarez Pérez, 2019).

3.2. Aislamiento de ADN empleando el método de ebullicion, PCR y secuenciacion.

Para comprobar que la cepa aislada perteneciera al género Salmonella spp., se realiz6 una PCR del gen que
codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal. Se evidencié el amplificado (996 pb) a través de una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% (p/v) (Fig. 6).



Figura 6. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% del producto de PCR correspondiente a la subunidad
ribosomal 16S. Carril 1: 100 pb New England Biolabs, carrill 2: aislado presuntivo para Salmonella spp., carril
3: control positivo, carril 4: control negativo (Fotografia tomada por Juan Martin Alvarez Pérez, 2019).

El producto de PCR fue secuenciado en Macrogen (Corea) (Fig. 8). Al analizar la secuencia, se determiné que el
gen 16S tiene un 99,54% de indentidad con el mismo gen de la bacteria Proteus mirabilis, por lo cual se concluye

gue no es un aislado correspondiente a Salmonella spp.
& macrogen
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Figura 8. Esferograma correspondiente a la secuenciacion del producto de PCR correspondiente al 16S de la
presunta colonia de Salmonella spp. empleando el iniciador U1

3.3.0btencidn del lisado viral proveniente de una muestra de origen ambiental.
Las muestras de gallinaza y de las aguas recolectadas de los bebederos (Fig. 9) se procesaron con el fin de

obtener un filtrado llamado Lisado #1 (Fig. 10), que se utilizé para detectar la presencia de bacteriéfagos
especificos para infectar de forma litica a las cepas Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028.



k
Figura 9. Bebederos de agua dentro de los corrales de la granja avicola Los Portales
(Fotografia tomada por Juan Martin Alvarez Pérez, 2019).

3.4.Evaluacién de la capacidad infectiva del lisado viral sobre una cepa de Salmonella spp. de
origen ambiental y Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028.

Los resultados obtenidos al realizar el Método de Doble Capa indican que se obtuvieron placas liticas para

Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 de la dilucién 10'1, resultantes de la mezcla de la gallinaza y de

las aguas de los bebederos. Las placas liticas presentaron una morfologia que incluye forma circular, bordes
regulares y fondos turbios (Fig. 11).



[
Figura 11. Formacion de placas liticas sobre el césped bacteriano de la cepa Salmonella enterica subsp.
enterica ATCC 14028. (Fotografia tomada desde un estereoscopio por Juan Martin Alvarez Pérez, 2019).

3.5.Recuento de placas liticas.

A continuacion, se presentan los titulos virales (UFP/ml) calculados para la cepa de Salmonella enterica subsp.
enterica ATCC 14028. En la Ecuacion No. 2 se observa el calculo realizado para las placas liticas obtenidas para
el Lisado #1, sin diluir.

Titulo viral = 0“1 _ 50 yFp/mL
itulo viral = 0oimL /m

Ecuacion No. 2. Calculo del titulo viral para Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028.

4. DISCUSION.

La salmonelosis es una ETA considerada como un problema de salud publica mundial por su magnitud y por su
impacto socioeconémico. Se estima que entre 15% y 20% de dicha enfermedades estan directamente asociadas al
consumo de carne de pollo o sus derivados [19] contaminados con el agente causal de la enfermedad, la bacteria
Salmonella spp.

A pesar de que la distribucion de la salmonelosis es a nivel mundial, es mas frecuente en lugares donde se practica
la ganaderia intensiva [20]. El pollo se considera un alimento de alto riesgo por sus caracteristicas fisicoquimicas
(pH cercano a la neutralidad, actividad de agua alta, y alto contenido de proteinas y grasas), lo que permite que
su superficie se contamine con diversos microorganismos los cuales pueden causar enfermedades en los
consumidores. Esta bacteria contamina la carne de pollo durante la etapa de evisceracion, en el que se liberan
bacterias existentes en el sistema gastrointestinal, siendo la mas importante Salmonella spp. [21]. Ademas, se
puede encontrar esta bacteria en la gallinaza que se encuentra en las camas de los pollos, donde muchas veces
esta entra en contacto con el producto final, los huevos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar la presencia de una colonia presuntiva de Salmonella
spp. sobre una placa de agar XLD proveniente de las muestras de la granja avicola. El agar XLD es un medio
selectivo y diferencial que utiliza el desoxicolato de sodio como agente selectivo e inhibe a los microorganismos
Gram positivos. La xilosa se incorpora en el medio dado que la fermentan practicamente todos los microorganismos
entéricos, excepto Shigella, y esta propiedad hace posible la diferenciacion de dicha especie. La lisina se incluye
para permitir la diferenciacion del grupo Salmonella spp. de los organismos no patdgenos, dado que, sin lisina,
Salmonella spp. fermentaria rdpidamente la xilosa y no se distinguiria de las especies no patdgenas. Para evitar el
cambio similar en los organismos coliformes positivos a la lisina, se afladen lactosa y sacarosa para producir acido
en exceso. Para aumentar la capacidad de diferenciacion de la formula, se incluye un sistema indicador de H2S,
formado por tiosulfato sodico y citrato férrico amonico, para la visualizacién del &cido sulfhidrico producido, lo que



origina la formacién de colonias con centros de color negro para Salmonella spp. Los organismos no patdégenos,
no productores de H2S, no descarboxilan la lisina; por lo tanto, la reaccién acida producida por dichos organismos
evita el oscurecimiento de las colonias [22]. La presunta colonia de Salmonella spp. presenté todas las
caracteristicas antes mencionadas (Fig. 4) y dio positivo para la prueba de catalasa (Fig. 5). Sin embargo, se
evidencié un crecimiento masivo de otro tipo de enterobacterias, que, segun la morfologia vista, podrian
corresponder a E. coli, que, al ser fermentadora de lactosa, viré el medio a color amarillo. Otra bacteria que tiene
un crecimiento similar a Salmonella spp. en medio XLD es Proteus mirabilis, esta bacteria forma colonias de color
rojo carmesi y centro de color negro y son catalasa positiva. Por este motivo y para descartar de un falso positivo,
se decidié identificar genotipicamente el aislado bacteriano obtenido de gallinaza de pollos. Al realizar el analisis
de datos de la secuenciacion, la comparacion realizada mediante el programa BLAST arrojé la cepa aislada y a la
cual se le realizo la PCR para la subunidad 16S del ARN ribosomal, presentaba un 99,54% de identidad con una
cepa de Proteus mirabilis.

Salmonella spp. es un patégeno natural en la microflora presente en el tracto gastrointestinal de las gallinas y de
los pollos, por esta razén, es un patdégeno que se encuentra cominmente en la gallinaza. La presencia baja de
Salmonella spp. en la gallinaza se puede asociar a que en la granja avicola Los Portales, se les proporcionan a
las gallinas, diferentes antibidticos para prevenir enfermedades bacterianas, entre las cuales se encuentran
salmonelosis aviar.

Por este motivo, el estudio se continu6 usando la cepa Salmonella entérica subsp. enterica ATCC 14028. Entonces,
se empled el método de doble capa para detectar los fagos presentes en el lisado #1 (que se obtuvo a partir del
procesamiento de las muestras de agua de los bebederos y de la gallinaza) que fueran capaces de infectar esta
cepa. Se pudo evidenciar la presencia de placas liticas (Fig. 11) sobre un césped de la Salmonella entérica subsp.
enterica ATCC 14028, lo cual significa que los fagos obtenidos en las muestras evaluadas tienen la capacidad de
realizar un ciclo litico que produjo la lisis de las bacterias que formaban parte del césped. Las cinco placas liticas
obtenidas, tenian la mismas caracteristicas fenotipicas: halos redondos, bordes regulares y fondo turbio, tal como
se han reportado para el fago MP78 para Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028 [23]. Es recomendable
hacer microscopia electrénica de los fagos obtenidos para poder hacer la identificacién correspondiente.

Todos los bacteriéfagos conocidos del género Salmonella spp. pertenecen al orden Caudovirales, estos fagos
tienen genomas de ADN doble cadena, sin envoltura y con una estructura compleja que implica: una cabeza con
simetria icosaédrica y una cola helicoidal. La cabeza es una cubierta de proteina y contiene una sola molécula
lineal de ADN doble cadena, y la cola es un tubo de proteina cuyo extremo distal se une a los receptores de la
superficie en células bacterianas susceptibles. Seguin la morfologia de la cola, se pueden clasificar en tres familias:
miofagos (Myoviridae) con colas largas y contractiles, sifofagos (Siphoviridae) con colas largas no contractiles y
podofagos (Podoviridae) con colas cortas no contractiles [24].

Los fagos pertenecientes a la Familia Myoviridae tipicamente poseen ADN bicatenario como su genoma [25]. Estos
fagos estan representados clasicamente por fagos del tipo T4, que se caracterizan por tener una vaina de cola
contractil e infectan una amplia gama de huéspedes bacterianos. A partir de analisis de genomas de fagos similares
a T4, se ha sugerido que los genomas de miovirus son mosaicos de genes centrales conservados, que incluyen
genes estructurales que codifican para proteinas de la cabeza y de la cola [26]. Los Siphoviridae son una familia
de bacteri6fagos que hace parte del Grupo | de la Clasificacion de Baltimore, por lo tanto, poseen un genoma de
ADN doble cadena lineal, protegido por una cabeza de forma icosaédrica y son virus sin envoltura. Por su parte,
los fagos de la Familia Podoviridae poseen caracteristicas Unicas que incluyen la existencia de un pequefio ADN
de doble cadena y una ADN polimerasa tipo B que también se encuentra en la familia de fagos Tectiviridae. Hasta
la fecha, solo dos géneros se han caracterizado para esta subfamilia [27].

Hasta el afio 2005, se habian descrito 172 bacteriéfagos capaces de infectar de manera litica y lisogénica a
Salmonella spp., todos pertenecientes al orden Caudoviridae, correspondiendo 44 de ellos a la familia Myoviridae,
65 a la Siphoviridae y 63 a la Podoviridae. En el afio 2008, esta clasificacion se amplié con la inclusion de 2
bacteri6fagos nuevos, el fago ES18 y SP6. Entre los bacteri6fagos que infectan Salmonella spp. identificados y
caracterizados hasta el momento, se observa una clara predominancia de fagos que realizan ciclos lisogénicos,
siendo uno de los motivos por el cual las cepas de Salmonella spp. se caracterizan por tener una gran cantidad de
profagos en su genoma. Estos profagos juegan un papel importante en las células hospederas porque le conceden
inmunidad frente a la infeccién de otros fagos liticos [28], [29], debido a que impiden su entrada a la célula



bacteriana. Esto puede explicar el bajo recuento de placas liticas para la cepa de Salmonella entérica subsp.
entérica ATCC 14028.

Este y otros estudios realizados muestran a los bacteriéfagos con un futuro promisorio en el ambito del control de
Salmonella spp. en el sector de la salud y en el sector agricola, mas especificamente en el sector avicola, porque
se ha demostrado que Salmonella spp. es agente causal de enfermedades para el hombre y que la forma mas
comun de propagacion de este patégeno es mediante los productos finales de las industrias avicolas como el pollo
y los huevos. La idea de implementar un coctel de bacteriéfagos para reducir la carga microbiana de esta bacteria
en el tracto gastrointestinal de las gallinas ponedoras de huevos y de los pollos de engorde supone una alternativa
econdmica, amigable con los animales y el medio ambiente para las diferentes granjas que no cuentan con una
infraestructura y un sistema especializado para la detencidn de la propagacion de este patégeno y asi disminuir el
consumo de antibidticos que fomenten la resistencia bacteriana. Realizando los estudios pertinentes de inocuidad,
eficacia y estabilidad ambiental podria masificarse su uso y facilitar su administracion a través de vehiculos como
agua, comida o aerosol [30].

5. CONCLUSIONES.

e Se obtuvieron colonias presuntivas de Salmonella spp., sin embargo, al realizar la PCR para el gen de la
subunidad 16S del ARN ribosomal, se evidencié que la cepa aislada pertenecia a la bacteria Proteus
mirabilis.

e Los bacteri6fagos presentes en la muestra ambiental fueron capaces de infectar Salmonella entérica
subsp. entérica ATCC 14028.

6. PERSPECTIVAS.

« Realizar una caracterizacién morfologica de los bacteriéfagos encontrados.
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