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1. RESUMEN.

Las pérdidas econOmicas en el sector avicola se incrementan a causa de
colibacilosis aviar y los tratamientos para esta enfermedad son ineficaces debido
a la resistencia bacteriana a los antimicrobianos. Por lo que se hace necesario
la generacion de nuevas alternativas para el manejo de esta enfermedad por tal
motivo, el objetivo de este estudio fue caracterizar bacteridfagos liticos
especificos para Escherichia coli (E. coli) como una alternativa de biocontrol para
colibacilosis aviar. Este trabajo se realiz6 en la provincia del Azuay, Ecuador en
el que se obtuvieron bacteriéfagos con lo que se determind su especificidad
frente a E. coli, su capacidad litica, fenotipo y genotipo, para ello se recolectaron
36 muestras ambientales de camales avicolas y granjas de produccién, luego
fueron transportadas al laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Para el aislamiento, las
muestras fueron aclaradas mediante centrifugacion a 14.000 gravedades por 10
min a 4°C. El sobrenadante se paso por un filtro de membrana de 0.22 um. Luego
con éstos se procedid a la infeccidén de cultivos de E. coli no patdgena, donde
valoramos presencia de fagos. El aislamiento y caracterizacion (RFLP) del ADN
de los fagos se hizo con los métodos descritos por Kutter y Sulakvelidze en 2005
y Faiza y colaboradores en 2002. Se obtuvieron 36 aislados de colifagos, los
cuales fueron evaluados frente a cepas patdgenas de E. coli (10 cepas), de estos
fagos el 25% (9 fagos) tuvo una nula capacidad litica, el 61,11% (22 fagos) afecto
entre el 10-50% de las cepas y el 13,89% (5 fagos) infect6 al 60 y 70%. Estos
altimos fagos con capacidad litica mas alta fueron caracterizados
genotipicamente mediante RFLP obteniendo como resultado 4 -colifagos
distintos. Se concluye que en muestras ambientales se puede encontrar variedad
de colifagos capaces de realizar un biocontrol de E. coli, pudiendo ser utilizados

para prevencion y tratamiento de colibacilosis aviar.

Palabras clave: Colifagos. Capacidad litica. RFLP. E.coli. Avicultura.
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2. ABSTRACT.

Economic losses in the poultry sector are increasing due to avian colibacillosis
and treatments for this disease are increasingly ineffective due to bacterial
resistance to antimicrobials. The objective of this study is to characterize specific
lytic bacteriophages for Escherichia coli (E. coli) as a biocontrol alternative for
avian colibacillosis. This was carried out in the Azuay province, Ecuador and
bacteriophages were obtained with which its specificity against E. coli, its lytic
capacity, phenotype and genotype was determined, for this 36 environmental
samples of poultry litters and production farms were collected, then They were
transported to the Molecular Biology laboratory of the Faculty of Agricultural
Sciences of the University of Cuenca. For isolation, the samples were clarified by
centrifugation at 14,000 gravities for 10 min at 4 ° C. The supernatant was passed
through a 0.22 pum membrane filter. Then with these we proceeded to the infection
of non-pathogenic E. coli cultures, where we assessed the presence of phages.
The isolation and characterization (RFLP) of the phage DNA was done with the
methods described by Kutter and Sulakvelidze in 2005 and in Faiza et al. In 2002.
36 isolates of coliphages were obtained, which were evaluated against
pathogenic strains of E. coli (10 strains), of these phages 25% (9 phages) had a
null lytic capacity, 61.11% (22 phages) affected between 10-50% of the strains
and 13.89% (5 phages) infected 60 and 70%. These latter phages with higher
lytic capacity were genotypically characterized by RFLP, obtaining as a result 4
different coliphages. It is concluded that in environmental samples a variety of
coliphages can be found capable of carrying out a biocontrol of E. coli, which can

be used for prevention and treatment of avian colibacillosis.

Keywords: Coliphages. Lytic capacity. RFLP. E. coli. Pultry.
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3. INTRODUCCION.
La industria avicola en nuestro pais ha ido creciendo significativamente en la dltima

década. Durante el 2019 se han llegado a picos de produccion de 525.000 toneladas
anuales y 3.904.000 huevos de mesa producidos por afio. A su vez, el consumo per
capita de carne de pollo en Ecuador es de 30.43 kg y 226 huevos (1). Es asi, que la
industria avicola ecuatoriana se consolida como la mayor productora de proteina de
origen animal, con un volumen anual de produccién de 230 a 250 millones de pollos de
engorde (2).

La colibacilosis aviar, enfermedad producida por E. coli se considera como el
padecimiento mas frecuente en producciones avicolas. Esto se debe a que las camas
donde las aves viven contienen las heces contaminadas con E. coli, la cual, bajo
condiciones favorables, infectan a las aves, se multiplican y producen la enfermedad,
originando graves pérdidas economicas. Esto conlleva a un verdadero problema
sanitario, en donde con el uso intensivo de antibiéticos se ha favorecido la seleccion de
resistencia por parte de la E. coli a casi todos los farmacos que se usan de manera
convencional en la avicultura, por consiguiente, el establecimiento y eficacia de los

tratamientos se vuelven ineficientes (3).

Dentro de los problemas de seguridad alimentaria para el hombre, el cual hace
referencia a E. coli, en gran magnitud se encuentra en el sector de produccién de carne,
y especialmente en el avicola (4). En un estudio realizado en el 2018 por Gomez, se
logré aislar un total de 444 cepas de E. coli, de las cuales el 71,96 % eran resistentes a
uno, dos 0 mas antibiéticos (Ampicilina, Tetraciclina entre otros). Es evidente entonces
que, la administraciobn de antibiéticos causa una seleccion de las cepas de
microorganismos resistentes, incluyéndose también la transmision vertical de genes de

resistencia a través de la progenie (5).

Una alternativa para el manejo de colibacilosis es el uso de bacteriéfagos. Huff en 2004
sefialo que se hatenido un éxito considerable y constante en la prevencion y tratamiento
de la colibacilosis en aves, utilizando bacteriéfagos Unicos y multiples, proveyendo asi
una alternativa al uso de antibiéticos. EI mismo autor sefiala que cuando un bacteriéfago
se mezcla con E. coli antes de desafiar a las aves, puede lograrse una proteccion total
contra la colibacilosis. Ademas, también se ha demostrado que cuando el mismo
bacteriéfago es administrado en forma de aerosol a las aves antes del desafio, la

patologia puede prevenirse hasta por 3 dias (6-8).
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Los virus bacteri6fagos son microorganismos que han sido presentados como
candidatos para una aplicacién terapéutica frente a bacterias enteropatdgeas. Estos
agentes tienen la capacidad de invadir y alterar el metabolismo de dichos
microorganismos, siendo especificos para un hospedero. Aunque dentro de sus
capacidades esta el multiplicarse rapidamente, no ofrecen dafio a animales, plantas y el
ambiente (9). En la década de 1930 se aislaron los primeros colifagos por Rakietenin.

Estos pueden aislarse de muestras fecales, aguas residuales y rios contaminados (10).

En la actualidad en el pais no existen reportes en los que se mencione el uso de la
fagoterapia como herramienta de biocontrol en la industria avicola, por lo que el uso de
esta técnica deberia ser estudiada a nivel local para combatir a los patdgenos que son
propios en Ecuador.

Hubo un tiempo llamado “la edad de oro de los antibidticos”, en donde el descubrimiento
y comercializacion de los mismos fue el boom en la sociedad; no obstante, en las Gltimas
décadas ya no se han descubierto ni liberado nuevos antibiéticos. Tal es el caso de que
no hay nuevas clases de antibiéticos para combatir bacterias Gram negativas, como E.
coli y Salmonella entérica, esto en mas de 40 afios. Ademas, en clinicas humanas y
veterinarias han sido identificadas nuevas cepas resistentes a medicamentos y a los

PAN (resistant to all therapeutic antibiotics) (11).

Mucho antes del descubrimiento y uso de nuevos antibiéticos, se habia sugerido la
prevencién y/o tratamiento de infecciones bacterianas con la administracion de
bacteriéfagos. Los primeros estudios clinicos con bacteriéfagos no pudieron llevarse a
cabo en Estados Unidos ni Europa occidental, sin embargo, se continué utilizando los
fagos en la antigua Union Soviética y Europa del Este. Algunos resultados de estudios
con fagos se han publicado en revistas rusas, georgianas y polacas, y, por lo tanto, no

estuvieron disponibles para la comunidad cientifica occidental (9).

Smith y sus colegas estudiaron sobre el uso de fagos en medicina veterinaria en 1982
y 1987. En un primer trabajo se informo sobre el uso exitoso de fagos como tratamiento
de infecciones experimentales de E. coli en ratones. Posteriormente, descubrieron una
dosis Unica de fago especifico de E. coli, la cual redujo el nUmero de bacterias objetivo
en el tracto digestivo de terneros, corderos y lechones infectados con diarrea, la misma
que fue causada por una cepa de E. coli. Adicional a esto, el tratamiento redujo la

pérdida de liquido causada por la misma patologia (12—-14).
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Los fagos son virus especificos para bacterias, los cuales secuestran el mecanismo
metabdlico de las mismas para replicarse (15). Se han informado tres formas de

comportamiento bioldgico de los fagos:

1. Fagos liticos, estos reconocen la superficie de la bacteria con una especificidad
elevada e introducen su material genético, se multiplican en su interior hasta llegar a

lisar la membrana celular liberando asi la progenie de los fagos.

2. Fagos lisogénicos, su comportamiento consiste en una replicacion tardia de
genes, ya que se fusionan al material genético del huésped manteniéndose en un estado
latente. Estos genes se replicaran junto con el genoma de la bacteria por varias
generaciones. Por ultimo, los genes del bacteriéfago, en condiciones de estrés celular,
se comporta como un fago litico liberando la progenie viral. (16)

3. Fagos cronicos que no causan muerte celular, sino que se forman viriones y se
liberan de la célula continuamente. Las células hospedadoras infectadas pueden crecer,
pero a un ritmo mas lento (17-19).

Es asi que las propiedades biolégicas de bacteriéfagos liticos como agentes de
biocontrol hacen que esta modalidad sea muy atractiva para mejorar la seguridad de
alimentos, ademas de su comercializacién (20). Huff y sus colegas informaron en un
estudio hecho en 2003 una reduccion significativa de la mortalidad (57% a un 10%) en
pollos broiler tratados mediante administracion intramuscular con bacteriéfagos a los 8

y 9 dias de edad contra una infeccion respiratoria severa causada por E. coli (21).

Debido a lo expuesto anteriormente, esta investigacion se realiz6 en la provincia del
Azuay, tomando muestras en camales avicolas y granjas de produccion de pollos de
engorde, las mismas que fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, con el fin de
presentar una alternativa para el biocontrol de patologias causadas por cepas de E. coli

resistentes a tratamientos antimicrobianos.
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4. OBJETIVOS.
a. Objetivo general del proyecto.

Caracterizar fenotipica y molecularmente colifagos aislados de muestras
ambientales de camales y sitios de produccién avicolas de la provincia del

Azuay.

b. Objetivos especificos.
- Aislar colifagos de muestras ambientales de camales vy sitios de produccion
avicola de la provincia del Azuay con el uso de la cepa de E. coli TOP10F’.
- Determinar la capacidad litica de los colifagos aislados contra 10 cepas de E.
coli patégenas aisladas de casos de colibacilosis aviar.
- Caracterizar molecularmente los colifagos aislados mediante ensayos de
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism).
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA.
5.1. Resistencia antibi6tica.

El uso inadecuado de antibiéticos en el control de procesos infecciosos en humanos y
animales es considerado como la principal causa del desarrollo, seleccién y
diseminacion de microorganismos con los cuales adquieren resistencia a estos
farmacos, tanto en la medicina humana como en veterinaria. A su vez, este mal uso no
solo favorece la seleccidn de resistencia en bacterias patégenas, sino también en los

microorganismos del intestino tanto de animales como humanos (22,23).

El mal uso de antibioterapia en humanos no es el tnico factor que favorece la seleccién
de la resistencia de estas bacterias, existe otro factor importante, como lo es el sector
industrial de produccién animal para el consumo humano pues, en este sector se da un
mal manejo y se obtiene un diagnéstico deficiente de las enfermedades por tomar en
cuenta consideraciones superficiales, provocando administrar tratamientos que podrian
no ser especificos para la enfermedad en cuestion, ademas de no valorar el tiempo de
retiro seguin sea el caso, fomentando la ingesta por parte de las personas de un producto
con residuos de farmacos (24).

Ha surgido una preocupacion de las instituciones de World Health and Life Science
debido a los efectos perjudiciales que pueden ser ocasionados por bacterias resistentes
en general a antibidticos en la salud publica, asi también como un aumento permanente
de la enfermedad, inutilidad del tratamiento y la disminucidn de opciones terapéuticas.
Ademas, se corre el peligro que las personas se vean expuestas a bacterias resistentes

cuando ingieren alimentos de origen animal (25).

En la produccién de alimentos para animales es comin que se use agentes
antimicrobianos para prevenir, controlar y tratar infecciones bacterianas, incluso estos
agentes se utilizan como promotores del crecimiento en la industria avicola y porcina,
aungue esta practica tiene varias ventajas para el productor, se esta haciendo una

contribucién a que surjan bacterias multirresistentes (26).

La resistencia antibiética en la bacteria posee uno o mas mecanismos lo cual hace
perceptible el fenotipo de la misma resistencia. Es asi que estos mecanismos incluyen:
inactivacion enzimatica, alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad
(27).
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5.2. Colibacilosis Aviar.

Escherichia coli es la especie tipo del género Escherichia, cuyas caracteristicas son:
bacilos Gram negativos, catalasa positivos y oxidasa negativos, no son formadores de
esporas, anaerobios facultativos, con un extenso intervalo de temperatura de
crecimiento, pueden ser moviles o inmoviles por la presencia de flagelos, tienen

necesidades nutricionales bésicas (7).

La E. coli se considera como habitante saprofito del intestino. Sin embargo, se han
identificado serotipos los cuales son agentes causales de diarreas en animales neonatos
y adultos, ademas del hombre. Es asi que las diferentes cepas aisladas se han
clasificado en patotipos: enteropatogénicas (EPEC), enteroinvasivas (EIEC),
enterotoxigénicas (ETEC), enteroagregativas (EAEC) y verotoxigénicas (VTEC) (29).
Existe una cepa designada como E. coli patégena aviar (APEC) que tiene una virulencia
especifica causante de la colibacilosis aviar (7).

Aunque la E. coli puede encontrarse absolutamente en todo el planeta, los factores
ambientales como temperatura y humedad son los que van a determinar su incidencia.
Esta bacteria infecta a través del aparato digestivo por medio de la ingestion de algun
producto contaminado (29).

La patogenia de esta enfermedad incluye un sindrome el cual se resume en grandes
depositos blanquecinos de fibrina en el corazén e higado, los cuales suelen aumentar
de tamafio. Puede observarse también aerosaculitis firbrinopurulenta, pericarditis,
peritonitis, poliartritis, tumefaccion del bazo y hemorragias en miocardio. Se observa la
no absorcion del saco vitelino el que ademas presenta un color verdoso. Gracias a las
altas tasas de mortalidad de pollos y el posterior rechazo de la canal en el sacrificio trae

irremediables pérdidas econémicas al sector avicola mundial (25,30).

5.3. Virus.

Los virus son particulas extremadamente pequefias que no se pueden observar en
microscopio oOptico. Las formas de estos virus son innumerables y son capaces de
infectar a todos los seres vivos, pues es la Unica forma mediante la cual pueden
replicarse. Estas particulas tienen un genoma que esta compuesto de una sola variedad
de &cido nucleico ya sea ADN o ARN pero podrian ser uno o varios segmentos. Este
genoma esta rodeado por una capside o incluso mas capas que pueden contener en su

estructura proteinas principalmente, carbohidratos y lipidos (10).
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Cuando los virus interactian con diferentes células de organismos vivos les causan
dafios en incluso lisis 0 muerte, la célula que es infectada por determinado virus se la

llama "hospedero” (11).

5.4. Bacteri6fagos.

Los bacteri6fagos o también llamados fagos son virus que infectan bacterias de forma
especie especifica. Su forma y estructura esta dada por la capside que esta compuesta

de proteinas la cual protege en material fagico de estas particulas (12).

Los fagos afectan a mas de cien géneros bacterianos entre los cuales estan aquellos
con formas de vida aerobia y anaerobia, formadores de esporas, cianobacterias,
espiroquetas, micoplasmas y clamidias, incluso bacterias que viven en condiciones

extremas (13).

Estas particulas estan presentes en el ambiente de forma abundante y con una dindmica
muy alta pues todo el tiempo estan infectando bacterias con diferentes formas de vida,
estos fagos probablemente existen en la tierra desde hace mas de tres mil millones de

afios aproximadamente (15).

El descubrimiento de virus bacterianos o bacteriéfagos fue uno de los eventos mas
trascendentales en microbiologia, aunque con mucho debate. Fueron descubiertos casi
simultdneamente por Frederick William Twort en Inglaterra (1915) y Felix d'Herelle
(descubridor oficial) en Francia (1917). Aunque su actividad litica fue observada por
primera vez en 1896 por Ernst Hankin, bacteriélogo britanico quien noté la destruccion
bacteriana contra Vibrio cholerae (epidemia de célera) en las aguas de los rios Ganges
y Jumna en la India, sin embargo, no pudo identificar qué sustancia era la responsable
(35).

Félix d'Herelle realiz6 un hallazgo experimental al aislar de las heces de pacientes con
shigelosis al llamado "anti-Shiga", al que lo describié como microbio de inmunidad y un
bacteriéfago obligado, el cual causé la lisis del bacilo en un cultivo y ademas fue

inoculado a animales de laboratorio como terapéutica de la shigelosis (36).

5.4.1. Clasificacion de los bacteri6fagos.
Estos virus bacterianos en su mayoria pertenecen al orden de los Caudovirales cuya

Proteina de la capside principal (MCP) es HK97, la cual fue una de las primeras
estructuras de capside determinadas de este conjunto de virus, son fagos con cola y
DNA bicatenario lineal. (37) Esta capside es icosaédrica y su radio varia entre 10 y 100

nm. En el interior de la capside se encuentra el DNA, con un tamafio de 17 a 725 kb
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(kilobases) (38). Existe diversidad morfolégica, si se toma en cuenta la forma ademas

de caudovirales también hay icosahédricos, helicoidales y pleomdérficos (34).

Del orden de los Caudovirales, que conforman la mayoria de los fagos, se derivan 3
familias: Myoviridae (colas largas y contractiles), Siphoviridae (colas largas no

contratiles) y Podoviridae (colas cortas) (figural) (38).

v
W

Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de representantes de cada una de las tres

familias de Caudovirales. (A) Myovirus T4 con la cola extendida, (B) myovirus T4 con la cola
contraida, (C) siphovirus HK97, (D) siphovirus T5, observandose que la cola es flexible, (E)

podovirus P22. Las barras indican 100 nm. Imagenes adaptadas (39,40).

Los bacteri6fagos pueden ser clasificados por su contenido genético, morfologia, habitat
y su ciclo de vida. (41). En cuanto a la clasificacion se propusieron abreviaturas en el
2000 por Fauquet y Pringle (42).

Segun su ciclo de vida o tipo de infeccion, los fagos pueden causar una infeccion litica
(fago virulento) o lisogénica (fago leve), (figura2). El primero por lo general produce la
inoculacion de su material genético en el hospedero en este caso en la bacteria
induciendo variaciones de la estructura proteica del hospedero lo que va a terminar con
la lisis bacteriana y la liberacion de fagos en una cantidad que va desde 50 a 200 (31,43).
El tipo de infeccion lisogénica representa la recombinacion de su genoma en el de la
bacteria, aunque también puede existir como un plasmido, este material genético unido
a la célula se heredar4 por varias generaciones de la bacteria sin variaciones
significativas en su metabolismo. En algunos casos los bacteriéfagos pueden cambiar
de ciclo de vida pasar de ser lisogénicos a ser liticos especialmente cuando el nimero
de hospederos han disminuido (31).

Para liberar la progenie viral de la bacteria, los fagos poseen dos rutas, una es mediante
extrusion sin causar muerte del hospedador, estos bacteriéfagos son los filamentosos

mientras tanto, los no filamentosos tiene enzimas liticas (endolisinas) muy
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especializadas capaces de provocar la lisis de la pared celular del hospedero. Los fagos
liticos también se clasifican y lo hacen por el tamafio de su genoma, estos son: grandes
y pequefios, aquellos que se consideran grandes son los que poseen doble cadena de
ADN que llegan a codificar dos 0 mas proteinas causantes de la lisis bacteriana las

principales son una holina y una endolisina (44).

Lysogenic

)

R
F=N
| o

Figura 2. Ciclos de reproduccién de bacteriéfagos. 1 - El fago une la célula huésped e inyecta
ADN; 2 - El ADN del fago entra en el ciclo litico o lisogénico; 3a - Se sintetizan nuevas proteinas
y ADN del fago y se ensamblan los viriones; 4a: lisis celulares que liberan viriones; 3b y 4b: pasos
del ciclo lisogénico: integracion del genoma del fago dentro del cromosoma bacteriano (se
convierte en profagico) con la reproduccién bacteriana normal; 5- Bajo ciertas condiciones, el

prophage se extrae del cromosoma bacteriano e inicia el ciclo litico (31).

El proceso de replicacion de los fagos es cronolégico. Primero se expresan los genes
tempranos que son encargados de producir copias del material genético, luego los
genes medios que codifican para las proteinas estructurales y por Gltimo se manifiestan
los genes tardios que producen las lisinas (enzimas encargadas de la destruccién del
péptidoglicano, principal componente de la pared celular liberando asi la progenie viral),
al mismo tiempo se estan sintetizando las proteinas estructurales y acoplando los fagos,
por tal razon cuando se destruye la célula ademés de las particulas virales completas

se encuentran restos de estructuras virales (33).

Las técnicas para realizar la caracterizacion genética de bacteriéfagos son las
siguientes: Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR en tiempo real o qPCR,
Reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR digital,
Microarrays, Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), Amplificaciéon

Isotérmica de Acidos nucleicos (LAMP) y Fragmentos de Restriccion de Longitud
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Polimérfica (RFLP). Esta ultima fue utilizada para este estudio y se la describe a

continuacioén (45).

5.5.  RFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién)

RFLP es una técnica que fue utilizada por primera vez como marcador molecular por
Sambrook y colaboradores en 1975 para identificar polimorfismos de secuencia de ADN
para el mapeo genético de una mutacion sensible a la temperatura de serotipos de
adenovirus (46), en 1980 se utilizé la técnica para la descripcién de una base para la

construccién de un mapa de ligamiento genético del genoma humano (47).

Esta técnica aprovecha las variaciones en las moléculas de ADN homdélogas que
pueden detectarse por la variacion en la longitud de los fragmentos generados luego de
la digestion del ADN con enzimas de restriccion. En el empleo de la técnica RFLP, las
cadenas de ADN son cortadas en secciones por las enzimas de restriccion y las partes
resultantes son resueltas mediante electroforesis en gel de agarosa, segun su longitud,
estas se visualizaran como bandas fragmentadas, para su analisis es importante
digitalizar la imagen para poder observar si las bandas son iguales o difieren segun la
ubicacion del corte (48).

5.6. Fagoterapia.

El primer uso terapéutico de los bacteriéfagos que fue informado se dio en Lovania en
1921 por Bruynoghe y Maisin, se tratd de instaurar un tratamiento en foranculos
cutaneos que consistié en inocular un preparado estafilocécico de forma local, y como

resultado obtuvieron reduccion de la inflamacion, dolor y fiebre (49).

Aunque hay evidencia de que d’Herelle fue el primero en utilizar la fagoterapia para
tratar disenteria severa en un nifio de 12 afios en Paris en 1919, pero esta informacién
no fue publicada, la preparaciéon del fago fue ingerida por el paciente, los sintomas
cesaron después de una sola dosis hasta llegar a su recuperacion total, la eficacia se
comprobd cuando 3 pacientes mas con disenteria bacteriana se recuperaron dentro de
24 horas. Los estudios continuaron en esa época (50-52) ademas varias compafiias
para combatir las enfermedades infecciosas, comenzaron la produccion comercial

activa de fagos.

En los Ultimos afios debido a la resistencia bacteriana hacia los antibiéticos la
probabilidad de utilizar fagoterapia ha tenido un mayor interés incluyendo la posibilidad

de caracterizar genéticamente estos fagos a través de la secuenciacion de sus genomas
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completos. Para la aplicacibn de esta terapéutica antibacteriana se emplean
bacteriéfagos integros o sus enzimas, lo cual es positivo porque a los fagos se los
encuentra de forma abundante en la naturaleza y son faciles de aislar. Sin embargo,
para que sean utilizados en seres vivos se debe analizar exhaustivamente el mecanismo

de accibn (53).

La terapia con fagos tiene un sin nUmero de ventajas entre ellas se menciona que, a
diferencia de la accién de los antibiéticos, estos fagos actian sobre un tipo especifico
de bacterias, es decir no van a provocar una disbiosis en el organismo, ademas estos
virus se propagan en sitios donde estan sus obijetivos, incrementando la destruccién
bacteriana de forma local. Hasta el momento no se han detectado reacciones colaterales
(54). Los fagos son una fuente importante de enzimas antimicrobianas, y su produccion

tiene un proceso mas rapido y barato en comparacion con los antibiéticos (55).

Otra ventaja que presenta el uso de bacteriéfagos es que estan presentes en todos los
ecosistemas y su cantidad en comparacién con el nimero de bacterias caracterizadas
es significativamente elevado. Por otro lado, la autorreplicacion de los bacteriéfagos
tiene lugar durante el tratamiento, lo que elimina la necesidad de aplicarlos
repetidamente. Otro aspecto positivo de los fagos es que no pueden unirse y replicarse
en células eucariotas, lo que provoca una disminucién en su titulo, correlacionada con
una marcada reduccion en el nimero de bacterias patdégenas que inducen una
determinada infeccion en el organismo. que los fagos no son téxicos, porque la mayoria

de ellos estan compuestos principalmente por proteinas y acidos nucleicos

Los fagos al ser bioldgicos funcionan de forma muy diferente que los farmacos, sin
embargo, se puede utilizar un mecanismo similar para su produccién y administracion
como lo hacen con las vacunas (56). En medicina veterinaria ha dado muy buenos
resultados frente a bacterias multirresistentes pero la mayoria de los estudios han sido
bajo condiciones experimentales o de laboratorio, no obstante, se ha revelado que el
momento y la via de administracion de los fagos es muy importante. Aun asi, la Agencia
de administracién de medicamentos y alimentos (FDA) aprobd su uso en la industria
alimentaria para la eliminacion de bacterias enteropatdgenas, considerando a los fagos

como elementos seguros (57).

El uso de fagoterapia ha sido aprobado para el biocontrol en los alimentos, lo que ha
permitido extender estudios hacia otros fines como es en el caso de la produccion
pecuaria para reducir el indice de infecciones y mortalidad de los animales debido a la

resistencia bacteriana (55). Estudios recientes mencionan que para el tratamiento de
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enfermedades en organismo vivo se puede complementar el uso de fagoterapia con el
uso de antibiéticos, dando mejores resultados que cuando son utilizados por separado
(58).
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6. MATERIALES Y METODOS.
La metodologia de este trabajo se basé en el escrito de Kutter y Sulakvelidze en 2005

(49) y en Faiza y colaboradores en 2002 (59).

Se obtuvieron 36 muestras ambientales acuosas y no acuosas de camales avicolas y
granjas de produccién que se encontraron dentro del perimetro de la provincia del Azuay
y luego fueron transportados en una hielera con refrigerante hacia el laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca, donde fueron procesadas al momento de su llegada.

Actividad 1.
6.1. Colecta de muestras, transporte y almacenamiento.

6.1.1. Materiales.
6.1.1.1. Biologico.

Muestra ambiental.

6.1.1.2. Equiposy otros.

e Tubos Falcon de 15 ml.
e Pipetas de Pasteur.
e Gradilla.

e Hielera.

6.1.2. Procedimiento.

Las muestras para este estudio fueron recogidas de aguas residuales de camales y
muestras semisélidas de zonas donde habia crianza de pollos de engorde. Estas
muestras tuvieron un volumen superior a 5 mly 10 gr respectivamente, se colocaron en
tubos estériles y se transportaron en una hielera con refrigerante para posteriormente
ser procesadas en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca. Se proceso todas las muestras el mismo

dia de su recoleccion.
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Actividad 2:
6.2. Aislamiento y enriqguecimiento de bacteriéfagos de las muestras
ambientales.

6.2.1. Materiales.

6.2.1.1. Biolbégico.

e Cepade E. coli TOP10F".
e Muestras biolégicas colectadas.

6.2.1.2. Reactivos quimicos y soluciones.

e Medio de cultivo Luria Bertani (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y Cloruro
de Sodio 1%).

e Agar LB (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, Cloruro de Sodio 1% y Agar
1.5%).

e Agar de cubierta (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, Cloruro de Sodio 1%
y Agar 2.1%).

e Agua destilada.

6.2.1.3. Equipos y otros.

e Centrifuga Eppendorf 5430 R.

e Filtro de membrana de 0.22 pym para jeringa.

e Micropipetas de diferentes tamafios y sus puntas.
e Tubos Eppendorfde 2 mly 1.5 ml.

e Incubadora bacteriolégica.

o \ortex.

e Tubos de ensayo.

e Jeringas de 20 ml.

e Cajas Petri.

6.2.2. Procedimiento.

Paso 1: Para el enriquecimiento de la muestra se centrifugaron las muestras de aguas
residuales a 14,000 xg durante 10 minutos para separar las particulas de gran tamafio,
para las muestras ambientales sélidas se mezclé con 10 ml de solucién salina para

poder proceder con la centrifugacion.

Paso 2: Se tom6 1.8 ml de la muestra recogida, previamente homogenizada en el vortex

y se colocaron en tubos Eppendorf.
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Paso 3: Se centrifugd a 14,000 xg por 10 min a temperatura ambiente.

Paso 4: Se tomé 1 ml del sobrenadante resultante y se esterilizé por filtracion pasando

a través de filtros de membrana de baja unién a proteinas de 0.22 uym.

Paso 5: Para tener un cultivo de E. coli TOP10F se sembro la bacteria en LB agar.

Luego del crecimiento se tomé una muestra y se sembré en 5 ml LB liquido.

Paso 6: Elfiltrado resultante (0.5 ml) se mezcl6 con 0.5 ml de cultivo de E. coli TOP10F
y luego esto se coloc6 en 5 ml de cultivo LB liquido.

Paso 7: La mezcla fue incubada con una agitacion de 200 rpm a temperatura de 37 °C
toda la noche.

Paso 8: De este cultivo se tomaron 1.8 ml y se colocaron en la centrifuga Eppendorf a
14,000 xg por 10 min a 4 °C, en tubos Eppendorf de 1.5 ml se colocé 1.2 ml del
sobrenadante.

Paso 9: Luego para realizar la prueba de manchas se colocé en un tubo de ensayo 500
Ml de cultivo de E. coli TOP10F" mas 5 pl de la ultima solucion con fagos, se dejé reposar
durante 5 minutos y se colocé 3 ml del agar de cubierta (incubado a 45 °C, para
mantenerlo en estado liquido) esta mezcla se vierte en las placas Petri previamente

preparadas con agar LB, se dej6 incubar a 37 °C toda la noche.

Paso 10: Al dia siguiente se verificd identificando las placas Petri que tuvieron un color
mas claro que tendian a la transparencia, estos resultados indicaron si habia o no

actividad litica por los fagos.

Actividad 3:

6.3. Aislamiento de las placas formadas por los bacteriéfagos con mejor
actividad litica aparente frente a E. coli TOP10F" y preparacion de los
stocks de cada una de ellas.

6.3.1. Materiales.
6.3.1.1. Biolégico.

e Placas aisladas de colifagos.
e Cepas de E. coli TOP10F".
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6.3.1.2. Reactivos quimicos y soluciones.

e Medio de cultivo Luria Bertani (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y Cloruro
de Sodio 1%).

e Agar LB (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, Cloruro de Sodio 1% y Agar
1.5%).

6.3.1.3. Equipos y otros.

e Micropipetas de diferentes tamafios y sus puntas
e Cajas Petri.

e Microcentrifuga.

e Tubos Eppendorf.

e Incubadora bacteriologica.

e \Vortex.

e Cabina de seguridad bioldgica.

6.3.2. Procedimiento.

Una vez identificadas en el cultivo con la cepa TOP10F’ las muestras que contenian
colifagos se procedio6 a verificar las placas formadas en cada una de las muestras, se
tomaron aquellas que mostraron mayor actividad litica (bordes definidos y
transparencia), en aquellas que estaban muy aglomeradas se realizaron diluciones
seriadas hasta lograr una concentracion minima de titulos capaz de provocar lisis en las
bacterias, y sus placas o clonas virales puedan distinguirse con facilidad para la

posterior amplificacion individual de cada fago.

Con la obtencion de las clonas virales de las muestras ambientales, se procedié a su

aislamiento:

Paso 1: Con puntas estériles de micropipetas se tomaron cada una de las placas

formadas por cada muestra ambiental ensayada.

Paso 2: A esta punta se la introdujo en 5 ml de cultivo LB y se coloco 500 pl de E. coli

TOP10F’, preparada previamente en LB liquido.
Paso 3: Se incubd toda la noche a 37 °C en estado estatico.

Paso 4: De este cultivo se tom6 1.8 ml y se colocé en tubos Eppendorf para proceder

con la centrifugacion a 14,000 xg por 10 minutos a 4 °C.
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Paso 5: Se almacend el sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5 mla 4 °C.

Actividad 4

6.4. Evaluacién de la actividad litica sobre cepas de E. coli TOP10F" y los
aislados de E. coli patégenas.

6.4.1. Materiales.

6.4.1.1. Biolbégico.

e Stock de fagos aislados.
e Aislados de E. coli TOP10F".

6.4.1.2. Reactivos quimicos y soluciones.

e Agar LB (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, Cloruro de Sodio 1% y Agar
1.5%).
e Agar nutritivo (Peptona 0.5%, extracto de carne 0.3% y agar 0.7%)

e Agar de cubierta.

6.4.1.3. Equipos y otros.

e Micropipetas de diferentes tamafios y sus puntas
e Cajas Petri.

e Incubadora bacterioldgica.

e \ortex.

e Cabina de seguridad biolégica

6.4.2. Procedimiento.

Paso 1: Se colocé 30 ml de agar nutritivo en cajas Petri.

Paso 2: Se sembraron 10 cepas de E. coli del biobanco del laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de C.C. A.A. previamente aisladas de casos clinicos en aves y
adicionalmente E. coli TOP10F’, cultivadas en agar nutritivo y LB respectivamente,
medios que fueron elaborados el dia anterior. Se coloc6 agar de cubierta en la superficie

luego de la siembra.

Paso 3: Se dividié en un nimero determinado de cuadrantes cada caja Petri, por cada
cepa de E. coli. Se utilizaron 36 cuadrantes, en cada uno de estos se coloco 2 pl de la

suspension de los diferentes aislados de fagos (Figura 3).
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Paso 4: Se dej6 incubar a 37 °C toda la noche.

Paso 5: Al dia siguiente se verificd la capacidad litica y se clasificé de acuerdo a una

valoracién numérica: en nula (0), baja (1), media (2), moderada (3) y alta (4).

Figura 3: Caja Petri dividida en cuadrantes.

Actividad 5
6.5. Purificacion del ADN de los colifagos aislados.

6.5.1. Materiales.
6.5.1.1. Biolégico.

e Colifagos aislados con mayor actividad litica sobre aislados de E. coli patdgena.
e Cepas de E. coli TOP10F".

6.5.1.2. Reactivos quimicos y soluciones.

e Medio de cultivo Luria Bertani (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y Cloruro
de Sodio 1%).

e Agar LB (Triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, Cloruro de Sodio 1% y Agar
1.5%).

e Sustancia buffer (Tris HCI 5%, NaCl 2% y MgSO. 0.8%).

e Polietilenglicol 6000/NaCl 20%/2,5 M (PEG/NacCl).

e ARNasa (Ribonucleasa pancreatica bovina) 20mg/ml.

e EDTA0.5MpH 8.0.

e Proteinasa K (Serina proteasa inespecifica derivada del hongo Engyodontium
album) 20 mg/ml.

e Etanol 70%.
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e |sopropanol.
e Fenol-Cloroformo-Acido isoamilico (25:24:1).

e Agua destilada estéril.

6.5.1.3. Equipos y otros.

e Micropipetas de diferentes tamafos y sus puntas.

e Tubos Eppendorf y Falcon de diferentes volimenes.
e Microcentrifuga.

e Incubadora bacterioldgica.

e \ortex.

e Refrigerador.

e Congelador.

e Bafio Maria.

e Agitador magnético.

6.5.2. Procedimiento para la amplificacion de colifagos.

Paso 1: Se tomaron 5 aislados, considerando aquellos fagos que presentaron mayor

actividad litica frente a las cepas de E. coli patégenas.

Paso 2: Para la amplificacion de cada uno de los aislados de estos colifagos se inoculo
20 pl del fago en 200 ml de LB con E. coli TOP10F".

Paso 3: Se dejo cultivar durante toda la noche a 37 °C en agitacion a 200 rpm.

6.5.3. Procedimiento de obtencién del material genético de los colifagos.

Paso 1: Al dia siguiente se centrifugaron los 200 ml a 2,500 xg por 15 minutos y se
obtuvo un concentrado de fagos.

Paso 2: De este cultivo se hizo una mezcla con relacion de 5:1 es decir los 200 ml de
la solucion con colifagos se mezclé con 50 ml de la soluciébn de Polietilenglicol
6000/NaCl 20%/2.5 M (PEG/NacCl), respectivamente.

Paso 3: Se dej6 reposar toda la noche a 4 °C para favorecer la precipitacion.

Paso 4: Al siguiente dia se centrifug6 la suspension de fagos en 4 tubos Falcon de 50

ml a 3,000 xg por 10 minutos a 4 °C.
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Paso 5: Luego al sedimento resultante se mezclé con 8 ml de la solucion buffer SM por

tubo. Se dejo en refrigeracion por 2 horas.

Paso 6: Posteriormente se afiadié 40 pl de la solucién de ARNasa (20 mg/ml) por tubo

y se dejé incubar a 37 °C durante una hora.

Paso 7: Concluida la incubacion, se agreg6 2 ml de PEG/NaCl y se dej6 en refrigeracion
a4 °Cde 2a4horas.

Para la precipitacion:

Paso 8: Se agregd 2 ml de la solucion de PEG/NaCl y se centrifugd a 2,500 xg por 15

minutos.

Paso 9: Se recogio el sobrenadante y se coloc6 en tubos de 20 ml mas 2 ml de SM
buffer. Se dejé refrigerar una hora.

Paso 10: De cada tubo se extrajo 3 ml y se coloc6 en 2 tubos Eppendorff de 1.5 ml.
Luego se centrifugaron a 4,200 xg por 10 minutos.

Paso 11: Se eliminé el sobrenadante y se agreg6 mas solucion (1.5 ml) de los tubos de

20 ml y se volvi6 a centrifugar igual al procedimiento anterior.

Paso 12: Se elimind el sobrenadante y se reservd el sedimento de cada tubo
centrifugado, se colocé en tubos Falcon, se agregé 4 ml del diluyente de fagos y se dejo

a 4 °C durante toda la noche.

Paso 13: Después se tomd 2 muestras de cada tubo y se colocé en tubos Eppendorf de
1.5 ml. A cada tubo se le agreg6 20 ul de la solucién de EDTA 0.5 M pH 0.8 mas 5 pl de

la solucién de proteinasa K (20 mg/ml). Se incubé en bafio maria a 60 °C por 2 horas.

Paso 14: Después de esto se coloc6 500 pl de la solucion de fenol-cloroformo y se
centrifugd a 14,000 xg por 10 min.

Paso 15: Se tomé 300 pl del sobrenadante y se coloc6 en otro tubo, luego se agregé

480 pl de la solucion de Isopropanol. Se dejé a temperatura de -20 °C toda la noche.

Paso 16: Luego se retird las muestras del congelador y se dej6 reposar a temperatura
ambiente. A continuacion, se procedi6 a centrifugar las muestras a 14 000 xg por 10 min
a4°C.
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Paso 17: Después se retird con una pipeta la solucion de Isopropanol de cada tubo. A
estos tubos se le agregdé 500 pl de la solucién de Etanol al 70% (para lavado). Se

centrifugd a 14 000 xg por 10 min a 4 °C.

Paso 18: Se retird la solucion de Etanol al 70% y se dejaron secar los tubos con el

sedimento a temperatura ambiente por 15 minutos.

Paso 19: Se agreg6 40 pl de agua destilada a cada tubo y se colocaron en bafio Maria
por 20 minutos a 61 °C.

Paso 20: A continuacion, se realizd una resuspension en 200 pl de agua destilada,
seguido se colocaron a bafio Maria por 20 minutos a 61 °C.

Paso 21: Por ultimo, las muestras de material genético total fueron almacenadas a 4
°C.

Actividad 6.

6.6. Ensayos de latécnica de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) del ADN purificado de los colifagos y la visualizacion
de estos.

6.6.1. Materiales.
6.6.1.1. Bioldgicos.

ADN purificado de colifagos aislados que presentaran una actividad litica de al menos

el 80% sobre las cepas patdégenas de E. coli.

6.6.1.2. Reactivos y soluciones.

e ADN purificado de fagos.

e Enzimas de restriccion: BamHI (Thermo Scientific, #£ER0051), EcoRI (Thermo
Scientific, #ER0271), EcoRV (Thermo Scientific, #ER0301), y Hindlll (Thermo
Scientific, #ER0501).

e Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-500).

e Solucién tamponada TAE IX (Tris-acetato de 0.04 M, EDTA 1 Mm y pH 8.0).

e Colorante SYBR Green 10 000 x (Invitrogen, Ref. S7567).

e Solucién tamponada de carga para ADN 6X (Bromofenol azul 0.03%, xileno
cianol FF 0.03%, 60 mM de EDTA, pH 7.6 y glicerol 60%).

e Marcador de peso molecular para ADN (Thermo Scientific GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder, #SM1331).

e Agua destilada estéril.

Maria Laura Gémez Asanza — Luis Armando Paccha Aguilar Pagina | 31



5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA
(==

6.6.1.3. Equipos y otros materiales.

e Micropipetas.

e \Vortex.

e Microcentrifuga.

e Fuente de poder.

e Horno microondas.

e Camara de electroforesis horizontal.
e Balanza (Mantener calibrada).

e Incubadora bacterioldgica.

e Fotodocumentador UV —Impresora.
e Platina de agitacion y calentamiento.
e Espectofotometro (Epoch, BioTek).
e Adaptador Take 3.

6.6.2. Procedimiento.

Para obtener un total de 500 ng de material genético de los cinco colifagos
seleccionados se realizé el calculo de la concentracion de ADN con la utilizacion del
espectrofotdbmetro y su adaptador Take 3, para asi obtener la cantidad adecuada de

material genético y conseguir resultados homogéneos en los ensayos RFLP.

Paso 1: Para cada enzima de restriccion se coloco entre 3 a 4 ul de material genético,
se afiadié aproximadamente entre 8-9 ul de agua destilada (los valores estuvieron dados
de acuerdo a las cantidades de material genético presente en cada muestra), mas 1.5

ul de la enzima correspondiente. Se incub6 toda la noche a 37 °C en estatico.

Paso 2: Se retir6 de la incubadora las reacciones de digestion con cada una de las
enzimas de restriccion y se afiadio 1.5 pl de buffer de carga ADN 6X, mas 5 pl de SYBR
Green 10 000 x, esta mezcla se homogenizo en el vortex. Luego se incub6 a 37 °C por

10 minutos.
Paso 3: Se realizo la preparacion del gel al 1.2 %, utilizando agarosa y Buffer TAE 1X.

Paso 4: Las muestras fueron retiradas de la incubadora y se cargaron 20 pl de cada de
ellas en cada pozo del gel de agarosa, y adicionalmente se colocd en un pozo con 5 pl

de marcador de peso molecular.

Paso 5: Se corri6 la electroforesis por una hora y media, con 90 de Voltios.
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Paso 6: Una vez resueltas cada una de las reaccione de digestidon, se realizé la

documentacién de la imagen con el fotodocumentador UV.

Actividad 7.
6.7. Anaélisis de informacion

Con los resultados de las técnicas actividades experimentales realizadas, se estimaron

frecuencias relativas y absolutas, y se elaboraron histogramas y tablas de contingencia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1. Aislamiento.

Para la obtencién de bacteri6fagos se recolectan muestras ambientales que se sabe
que contienen o que estan en contacto frecuente con el huésped deseado. La muestra
tanto, los bacteriéfagos contra patdégenos entéricos han sido aislados comiunmente de
muestras de heces o de aguas residuales no tratadas. Hay reportes de que se han
aislado fagos que lisan E. coli O157:H7 y Salmonella de muestras de heces frescas

recolectadas de granjas de ganado (21,23,24).

En las aguas residuales se encuentran una gran cantidad de diferentes tipos de
bacterias, y debido a que constituyen el control bioldgico de las colonias bacterianas, se
espera que también se encuentren fagos que infectan a estas mismas bacterias. La
presencia de bacteriéfagos en las aguas residuales también puede explicarse por el
hecho de que la abundancia de fagos en el agua dulce, que constituye su base principal,

es de 10 a 20 veces mayor que la abundancia de las células del hospedero (62).

Tabla 1: Resultados del aislamiento de fagos provenientes de diferentes cantones de la
provincia de Azuay en muestras liquidas y sélidas

Estado de la

N° Bacteriéfago Procedencia Positivo/Negativo*
muestra

1 vB-Eco_121 Liquido Cuenca Positivo
2 vB-Eco 122 Liquido Cuenca Positivo
3 vB-Eco 131 Liquido Cuenca Positivo
4 vB-Eco_132 Liquido Cuenca Positivo
5 vB-Eco 133 Liquido Cuenca Positivo
6 vB-Eco 141 Sélido Cuenca Positivo
7 vB-Eco 142 Soélido Cuenca Positivo
8 vB-Eco_161 Liquido Cuenca Positivo
9 vB-Eco_171 Liquido Cuenca Positivo
10 vB-Eco 181 Soélido Cuenca Positivo
11 vB-Eco_211 Liquido Santa Isabel Positivo
12 vB-Eco 241 Soélido Santa Isabel Positivo
13 vB-Eco_242 Solido Santa Isabel Positivo
14 vB-Eco_251 Liquido Santa Isabel Positivo
15 vB-Eco_252 Liquido Santa Isabel Positivo
16  vB-Eco_261 Liquido Santa Isabel Positivo
17 vB-Eco_321 Liquido Gualaceo Positivo
18  vB-Eco_322 Liquido Gualaceo Positivo
19 vB-Eco_323 Liquido Gualaceo Positivo
20 vB-Eco_324 Liquido Gualaceo Positivo
21  vB-Eco_331 Solido Gualaceo Positivo
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22 vB-Eco 332 Sdlido Gualaceo Positivo
23  vB-Eco_341 Solido Gualaceo Positivo
24 vB-Eco 411 Liquido Cuenca Positivo
25  vB-Eco_431 Solido Cuenca Positivo
26  vB-Eco_441 Liquido Cuenca Positivo
27 vB-Eco 442 Liquido Cuenca Positivo
28  vB-Eco_451 Liquido Cuenca Positivo
29 vB-Eco 461 Liquido Gualaceo Positivo
30 vB-Eco_462 Liquido Gualaceo Positivo
31 vB-Eco 471 Liquido Gualaceo Positivo
32 vB-Eco 472 Liquido Gualaceo Positivo
33  vB-Eco_481 Liquido Gualaceo Positivo
34 vB-Eco 491 Soélido Gualaceo Positivo
35 vB-Eco 492 Sdlido Gualaceo Positivo
36 vB-Eco 4101 Liquido Gualaceo Positivo

*Positivo: presencia de fagos frente a E. coli TOP10F’, Negativo: ausencia de fagos frente a E. coli
TOP10F".

En la tabla 1 se muestra los resultados de los aislamientos de fagos obtenidos de las
diferentes muestras que se tomaron en distintos cantones del Azuay. Tanto las muestras
sélidas y liquidas procedieron de diferentes lugares como aguas estancadas, acequias,
cama del galpén, plumas y visceras. Todas las muestras resultaron positivas en su

aislamiento, indistintamente si fueron muestras sélidas o liquidas.

Estudios muestran que las fuentes mas comunes de colifagos son aguas residuales de
desechos de animales domésticos y plantas de tratamientos de aguas residuales, y
posteriormente las heces. (63) Nidham y colaboradores afirman en un estudio en 2007
en el que se aislé un fago, el cual fue relativamente alto para las muestras de aguas
residuales (23,8%) y mucho menor para muestras fecales (2.7%) (64). En nuestro
estudio las muestras liquidas (69%) y soélidas (31%) resultaron positivas en el

aislamiento de fagos colifagos.

Para la nomenclatura de los virus se utilizé las siguientes denominaciones: vB (virus
Bacteriano), Eco (E. coli), raya baja (ya que no se ha identificado la familia viral), primer
ndamero (nUmero de muestreo), segundo nimero (nUmero de muestra) y tercer nimero

(numero de fago aislado segun la actividad litica) (65).

7.2. Capacidad litica.

Para evaluar la capacidad litica, se desafié a los 36 aislados de bacteriéfagos contra 10

cepas de E coli provenientes de casos clinicos aislados del biobanco del Laboratorio de
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Biologia Molecular de la facultad de C.C. AA., los fagos tuvieron diferente
comportamiento (figura 4). En la figura 5 se muestran cada porcentaje de fagos que
tuvieron un nivel distinto de lisis. Los niveles de lisis se explican como el porcentaje de
cepas que fueron afectadas por los fagos. En este estudio, el 25 % de los fagos no
mostraron capacidad litica contra ninguna cepa de E coli. El 75% restante mostrd
distintos niveles de lisis bajas, medias y alta. Por otra parte, los fagos que si presentaron
capacidad litica, mostraron diferentes niveles de acuerdo a la observacion del halo
(Figurad4yT7).

Figura 4: Caja Petri dividida en cuadrantes donde se visualizan la formacion de Unidades
formadoras de placas (UFC)
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Capacidad litica sobre E. Col..

6% fagos liticos
sobre el 70% de
aislados de E. Coli
8% fagos liticos
sobre el 60% de
aislados de E. Coli

25% fagos no
liticos.

11% fagos liticos
sobre el 50% de
aislados de E. Coli

6% fagos liticos
sobre el 40% de
aislados de E. Coli

8% fagos liticos
sobre el 30% de

aislados de E. Coli 25% fagos liticos

sobre el 10% de

11% fagos liticos aislados de E. Coli.

sobre el 20% de
aislados de E. Coli.

Figura 5: Resultados de la capacidad litica que mostraron los fagos. El nivel de
lisis se explica como el porcentaje de cepas que fueron afectadas

Egas en 2016 aislé y prob6é un fago de aguas residuales contra cepa de E coli
enteropatdgena multirresistente. Este fago mostro actividad alta y media en tres cepas,
caracterizandose asi por infectar de forma especie-especifica, o sea que pueden infectar
a varias especies bacterianas dependiendo de la fuente de contaminacion (66). Herrera
y Trujillo en 2016 obtuvieron tres fagos liticos y aislados para dos cepas de E. coli y
Salmonella choleraesuis, sin embargo, no pudieron encontrar un fago que pueda lisar a
E. coli 0157:h7 (67). En nuestro estudio hubo cepas que no pudieron lisar a ninguna
cepa de E. coli, esto podria ser por algunas causas como la sensibilidad al cloroformo
usado en el protocolo de extraccion, tiempo de incubacion, luz UV y temperatura (68).
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Porcentajes de cepas E coli afectas y no afectadas.

vB-Eco_4101
vB-Eco_492
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vB-Eco_481
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vB-Eco_442
vB-Eco_441
vB-Eco_431
vB-Eco_411
vB-Eco_341
vB-Eco_332
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vB-Eco_261
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Figura 6: Porcentajes de cepas patdgenas de E. coli que fueron o no afectadas por cada fago.
(En las barras color naranja estan sefialadas los fagos seleccionados)
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Capacidad litica por fago.

vB-Eco_4101
vB-Eco_492
vB-Eco_491
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vB-Eco_321
vB-Eco_261
vB-Eco_252
vB-Eco_251
vB-Eco_242
vB-Eco_241
vB-Eco_211
vB-Eco_181
vB-Eco_171
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vB-Eco_142
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vB-Eco_131
vB-Eco_122
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Figura 7: Capacidad litica por fagos de acuerdo al nivel de lisis sobre 10 cepas patégenas de E.
coli
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7.3. Caracterizacién molecular (Ensayos RFLP).

Para la caracterizacion genética de los fagos se seleccionaron los cinco que mejor

capacidad litica mostraron (Figura 6).

Fue posible diferenciar cuatro tipos de fagos mediante ensayos RFLP con las cuatro
enzimas de restriccion de acuerdo a los patrones obtenidos. De acuerdo a los perfiles
(Figura 8), el fago vB-Eco_122 fue digerido por las cuatro enzimas, el fago vB-Eco_133
solo se observa digestion con la enzima EcoRV (3), el fago vB-Eco_211 y vB-Eco_442
no fue digerido por la enzima EcoRI (2) pero si por las tres restantes y el fago vB-
Eco_441 no fue digerido por la BamHI (1). Los fagos vB-Eco_122, vB-Eco_133 y vB-
Eco_211 muestran una clara diferencia de acuerdo a la posicion de sus bandas de
restriccion. Sin embargo, los fagos 4 y 5 muestran similitudes en las bandas de

restriccion resultando en un genoma igual (Tabla 2)

En la tabla 2 se muestran los resultados de la relacion de los diferentes bacteriéfagos
frente a una enzima en especifico, reflejando la similitud de los fagos 4 y 5 con las cuatro

enzimas con las que se evalu6 el genoma.
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Figura 8: Gel de Electroforesis en Agarosa del producto de Ensayo RFLP de
los fagos seleccionados

Fagos: vB-Eco_122, vB-Eco_133, vB-Eco_211, vB-Eco_441 y vB-Eco_442.
Enzimas: BamHI (1), EcoRlI (2), EcoRV (3) y Hind 11l (4).

Marcador de peso molecular: (M)

La restriccion de genomas mediante RFLP es una técnica de aplicacion universal, sin
embargo, el andlisis hecho con gel de agarosa en electroforesis da como resultado

huellas dactilares que tiene una limitacion para su comparacién entre ensayos (69).

En un estudio hecho en el 2009 por Oliveira y col. en donde aislaron fagos de aguas
residuales, demostré que fue posible diferenciar genéticamente tres bacteri6fagos liticos
mediante la observacion de bandas discriminatorias en cada patron de restriccion de
ADN de fago segun la enzima utilizada (70). Lépez y col. en 2011, tras someter el ADN

de fagos a ensayos de restriccién con seis enzimas, observaron que cuatro de ellas no
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pudieron digerir ninguno de los ADN, Unicamente dos de ellas lo hicieron. Con esto

obtuvieron cuatro fagos aislados y caracterizados genéticamente (71).

Tabla 2: Resultados de ensayos RFLP

., _ Patron de restriccion
Bacteriéfago Enzima

Similar a; Diferente a:
BamHI vB-Eco_133
EcoRI vB-Eco 211
vB-Eco 122 I EcoRV ) vB-Eco_441
Hind I vB-Eco 442
BamHI vB-Eco_122
EcoRl vB-Eco 211
LRl ey ] VvB-Eco_441
Hind 11l vB-Eco 442
BamHl| vB-Eco_122
EcoRl vB-Eco 133
vB-Eco_2ll = RV ] vB-Eco_441
Hind 11l vB-Eco 442
BamHlI

ECORI vB-Eco 122
vB-Eco 441 ECORV vB-Eco 442 vB-Eco 133
. vB-Eco 211

Hind Il -
BamHlI S 122

vB-Eco

EcoRl = -
vB-Eco 442 _ . VB-Eco_ 441 5 o 133
- vB-Eco 211

Hind Il -

En cuanto a la capacidad litica de los fagos vB-Eco_441 y vB-Eco_442, los cuales son
similares en los ensayos RFLP, presentan también una similitud litica. En ambas el nivel
de lisis fue el mismo sobre las mismas cepas, a excepcién de la cepa 6 en la que el fago
vB-Eco_441 tuvo una lisis baja, a diferencia del fago vB-Eco_442, el cual tuvo una lisis
nula (Figura 6 y 7) (Tabla 4). Esto puede deberse un factor cualitativo de observacién y
evaluacion del nivel de lisis por parte del evaluador. Oliviera y col. muestran que en su
estudio no se dio esto, debido a que los fagos que se aislo fueron diferentes en su

estructura y en las cepas a las que afectaron (70).

En éste estudio se obtuvieron cuatro aislados de fagos de los cinco analizados mediante
RFLP. Los resultados fluctuaron en que algunas enzimas no fueron capaces de digerir
a un fago, pero si a otro. Esto podria deberse a algunos factores como la resistencia a

la restriccion por parte del fago a causa de la presencia de bases hipermodificadas,

Maria Laura Gémez Asanza — Luis Armando Paccha Aguilar Pagina | 42



como la hidroximetilcitosina (hmC) o la hmC glicosada en el ADN viral (72). Otro factor
que podria estar involucrado es la variacion o inexistencia de la secuencia que reconoce
a la enzima (73). Ademas, la presencia de compuestos contaminantes que no fueron
desechados en la purificacion de ADN también pudo haber interferido con la actividad

enzimatica, inactivando asi a la enzima de restriccion (74).
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8. CONCLUSIONES.
e Se confirm6 la presencia de colifagos en aguas residuales de camales y

muestras provenientes de galpones avicolas en las diferentes zonas de la
provincia del Azuay.

e Se determind la capacidad litica de cada uno de los colifagos observando que
cada fago es especifico frente a cepas patégenas de E. coli, existiendo colifagos
capaces de infectar a una mayor variedad de cepas de esta bacteria en
comparacion con otros.

e La caracterizacién genomica de los colifagos seleccionados mostro diferencias
en el material genético de forma eficaz y sencilla mediante las bandas de
restriccion que mostraron los ensayos RFLP.

e Se obtuvieron cuatro aislados con capacidad litica sobre cepas patégenas de E.

coli.
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9. RECOMENDACIONES.
e Hacer una colecta de muestras mas ampliada tomando en cuenta la ubicacién

de los colifagos que mayor eficacia presentaron y desafiarlos contra cepas de E.
coli patégenas.

e Ampliar el numero de fagos sometidos a ensayos RFLP y asi obtener mayor
variedad genética de colifagos para su aplicacion en campo frente a cepas
patégenas de E. coli.

e Utilizar otras técnicas de caracterizacién genética como PCR, PCR en tiempo
real, Reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR),
PCR digital, Microarrays, Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD),
Amplificacion Isotérmica de Acidos nucleicos (LAMP) y Fragmentos de
Restricciéon de Longitud Polimorfica (RFLP).
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Figura 9: Recoleccion de muestras liquidas
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Figura 10: Almacenamiento de fagos
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Figura 11: Gel de Electroforesis en Agarosa del producto de Ensayo
RFLP de los fagos seleccionados con la enzima EcoRV como una
repeticion del ensayo

Carril 1: vB-Eco_122.

Carril 2: vB-Eco_133.

Carril 3: vB-Eco_211.

Carril 4: vB-Eco_441.

Carril 5: vB-Eco_442.

Carril 6: marcador de peso molecular.
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Tabla 4: Diluciones realizadas a cada fago

NO

© 0N O~ WN P

W W W W WWWDNDNDNDNDNDNDNDNDNNNNNPEPEPRPRPERPRPERPRPEREERPR
OO, WNEFE O OOWNO OO PMMWDNPEPOOONOO G PMAMAWDNDLEO

Bacteriéfago

vB-Eco 121
vB-Eco_122
vB-Eco_ 131
vB-Eco_ 132
vB-Eco_133
vB-Eco_141
vB-Eco_142
vB-Eco_ 161
vB-Eco_171
vB-Eco_181
vB-Eco_ 211
vB-Eco_241
vB-Eco_242
vB-Eco_251
vB-Eco_252
vB-Eco_261
vB-Eco_321
vB-Eco_322
vB-Eco_323
vB-Eco_324
vB-Eco_331
vB-Eco_332
vB-Eco_341
vB-Eco_411
vB-Eco 431
vB-Eco_441
vB-Eco_442
vB-Eco_451
vB-Eco_461
vB-Eco_462
vB-Eco_471
vB-Eco_472
vB-Eco_481
vB-Eco_491
vB-Eco_492
vB-Eco_4101

Estado de la muestra
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Sélido
Solido
Liquido
Liquido
Sélido
Liquido
Sélido
Sélido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Sélido
Sélido
Sélido
Liquido
Sélido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Liquido
Sélido
Sélido
Liquido

Dilucion
1:100000
1:100000
1:100000
1:100000
1:100000
1:100000
1:100000
1:100000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:10000
1:100
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

Positivo/Negativo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
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Tabla 4: Capacidad litica sobre los aislado de E. coli

E coli cepas
Fago 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Nula Media Media Nula Nula Nula Nula Moderada | Moderada Media
2 Nula Moderada | Moderada Nula Nula Moderada Media Alta Alta Alta
3 Nula Media Moderada Nula Nula Nula Nula Alta Nula Nula
4 Alta Nula Moderada Nula Nula Nula Alta Alta Nula Nula
5 Nula Media Moderada Nula Nula Media Baja Alta Nula Moderada
6 Nula Nula Moderada Nula Nula Nula Media Nula Nula Nula
7 Nula Media Moderada Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
8 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
9 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
10 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
11 Nula Alta Moderada Nula Nula Moderada | Moderada | Moderada Nula Alta
12 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
13 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
14 Nula Nula Moderada Nula Nula Moderada Nula Nula Media Nula
15 Nula Nula Moderada Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
16 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Baja Nula Nula Nula
17 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
18 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Baja Nula Nula
19 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
20 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Baja Nula Nula
21 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Moderada Nula Nula
22 Nula Nula Media Moderada Nula Nula Nula Nula Moderada Media
23 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Moderada Alta Nula Media
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24 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
25 Nula Nula Media Moderada Nula Nula Nula Media Moderada | Moderada
26 Media Media Media Nula Nula Baja Media Alta Nula Alta
27 Media Media Media Nula Nula Nula Media Alta Nula Alta
28 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula
29 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Moderada Nula Nula
30 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Media Nula Nula
31 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Baja Nula Nula
32 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Media Media Nula Nula
33 Nula Nula Nula Nula Nula Nula Nula Moderada Nula Nula
34 Moderada | Moderada Alta Nula Nula Nula Moderada Nula Nula Moderada
35 Media Media Media Nula Nula Nula Nula Nula Nula Moderada
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