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INFORME CIENTIFICO DE BECA
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BECA DE estudio PERIODO 1/4/14 al 31/3/15

1. APELLIDO: ORTIZ
NOMBRES: Xoana Pamela
Direccién Particular: Calle: Ne:
Localidad: San Miguel CP: 1663 Tel:
Direccibn electronica (donde desea recibir informacién): xoanaortiz@hotmail.com

2. TEMA DE INVESTIGACION (Debe adjuntarse copia del plan de actividades presentado con la

solicitud de Beca)
“Estudio de un bacteridfago litico para el biocontrol de Salmonella Gallinarum en aves de postura”

3. OTROS DATOS (Completar lo que corresponda)

BECA DE ESTUDIO: 1° ANO: Fecha de iniciacién: 1/4/14
2° ANO: Fecha de iniciacion:
BECA DE PERFECCIONAMIENTO: 1° ANO: Fecha de iniciacion:
2° ANO: Fecha de iniciacion:

4. INSTITUCION DONDE DESARROLLA LOS TRABAJOS

Universidad y/o Centro: Universidad Nacional de Lujan
Facultad:

Departamento: Ciencias Basicas

Catedra:

Otros:

Direccion: Calle: : Avenida Constitucion y Ruta 5 N©
Localidad: Lujan CP: 6700 Tel: :+54(02323)4239

5. DIRECTOR DE BECA

Apellido y Nombres: Barrios Hebe Alicia
Direccién Particular: Calle: Ne:
Localidad: Lujanb CP: 6.700 Tel:

Direccion electronica: barrioshebe@gmail.com
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6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO. (Debe
exponerse la orientacion impuesta a los trabajos, técnicas empleadas, métodos, etc., y
dificultades encontradas en el desarrollo de los mismos, en el plano cientifico y material).

* Caracterizacion molecular del fago: Se probaron distintas técnicas de aislamiento y
extraccion del genoma viral encontrados en la literatura disponible, y se estudio la
naturaleza del mismo.

Para el aislamiento se comenzé por realizar una previa concentracién de los fagos,
realizando una precipitacién colocando PEG 6000 30% y NaCl 1.5 M a la solucién de fagos
en una relacién de 2:4 volumenes respectivamente, se centrifugd a 13000g por 30 minutos
en centrifuga refrigerada a 4°C, previo a dejar la mezcla en heladera o en bano de hielo
entre una a dos horas. Luego de eliminar sobrenadante, se resuspendié en 100 yl de agua
destilada y estéril.

Se termind realizando la incubaciéon de los fagos con DNAsa y RNAsa (1 U), durante 30
minutos a 37°C. Luego se agregé EDTA 0.5M (pH 8) en una concentracién final de 20mM,
para degradar la capside, proteinquinasa K (concentracién final 50 ug/ml) y 0.5 % p/v de
SDS. Posteriormente, se incub6 una hora a 56°C.

Para eliminar las proteinas, se realizé una extraccion con 0.5 ml de fenol equilibrado (pH 8),
0.5 ml de fenol/cloroformo (pH 8), y 0.5 ml de cloroformo, en cada caso se centrifuga en
tubos eppendorf a 3000g, 5 minutos, eliminando fase organica y quedandose con la fase
acuosa que se coloca en tubo limpio. EI DNA se precipitdé agregando acetato de potasio 3M
pH 5.5 y etanol absoluto (1:1). Luego de centrifugar 5 minutos a 13000 g , el precipitado se
lavé con etanol al 70% y se resuspendié en agua destilada.

Consecutivamente, en gel de agarosa al 1%, se sembraron alicuotas del material genético
obtenido donde: se traté con DNAsa; se traté con RNAsa; y no se tratdé con ninguna enzima.
Para asi determinar la naturaleza del genoma del fago.

Se concluyé que el genoma viral del fago bajo estudio es de ADN. También se quizo
determinar el tamafio del genoma pero solo se pudo hacer por comparacion con otros
genomas (bacterianos y marcadores de peso molecualr) y no por la realizacion de un perfil
de restriccidn (porque no se contaba con las enzimas de restriccidon necesarias).

Ademas se quizo caracterizar morfolégicamente con la utilizacion de microscopia
electrénica, pero no se llegé a tiempo de enviar la muetra para su analisis.

*Parametros del ciclo litico: Se determinaron los parametros del ciclo litico del fago de
Salmonella gallinarum (constante de adsorcion, periodo de ecplipse y tamafo de explosién)
mediante la cinética de adhesion del mismo a la bacteria huésped usando el recuento de
placas de lisis, por el método de doble capa en agar LB, de las alicuotas tomadas a distintos
tiempos, para poder determinar el titulo de fagos en cada tiempo de incubacion.

Se inocularon 20 ml de caldo LB con 0,1 ml de un cultivo de 20 h del huésped
correspondiente al fago en estudio (crecido en caldo LB sin agitacion), el indculo se incub6 a
37C° en agitacion (180 rpm) hasta una DO a 650nm de 0,1.En un Erlenmeyer de 100 ml,
denominado “C”, se colocaron 9 ml de caldo nutritivo y en otro, denominado “A”, 9 ml del
cultivo antes mencionado (el resto del cultivo se mantuvo en bafio de hielo para recuento).
Los Erlenmeyers se dejaron en agitacion (60 rpm) a 37°C durante 5 minutos y luego se les
adicion6 1 ml de lisado del fago a analizar (de concentracion 1*10ES o 3*10E5 UFP/ml) a
cada uno. Se tomaron muestras de 100 ul del Erlenmeyer “A” cada 1 minuto hasta, como
minimo,los 8 minutos, y por ultimo se tomaron dos muestras de igual volumen del
Erlenmeyer “C”.

Cada muestra se pasé a un tubo Eppendorf con 0,90 ml de caldo nutritivo y 5 gotas de
CHCI3 que se mantuvieron en hielo durante al menos 10 minutos antes de comenzar la
cinética.Los tubos se mezclaron por agitacién y de dejaron en hielo hasta realizar los
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recuentos en agar nutritivo por el método de la doble capa. Asimismo se determiné el titulo
del cultivo de Salmonella sembrando, por duplicado, 0,1 ml de la dilucién correspondiente
del cultivo en placas de agar nutritivo.

Los datos obtenidos se graficaron para determinar la constante de adsorcion de cada
aislado ensayado.

Lisis en un ciclo: Para la construccién de la curva de lisis en un ciclo y la determinacion de
los parametros del ciclo litico del fago.

Se termostatizé a 37°C en bano de agua un tubo Eppendorf conteniendo 0,1 ml de un lisado
del fago filtrado (titulo aproximado 10E5 UFP/mI) al que se le afiadieron 0,1 ml de cultivo de
Salmonella gallinarum (SG) en fase exponencial crecida en caldo nutritivo con agitacion
(DOB650nNm= 0,18). La mezcla se agitdé y se incubd durante 6 minutos para que se produzca
la infeccion del fago. Se extrajeron 0,1 ml de esta mezcla y se adicionaron a 10 ml de caldo
nutritivo termostatizado a 37°C. Se mezclé y se extrajeron 0,4 ml de la mezcla.
Inmediatamente se sembraron 2 alicuotas de 0,1 ml de lo extraido en tubos de agar nutritivo
blando para determinar el nimero de bacterias infectadas por recuento por la técnica de la
doble capa, y otros 0,1 ml se pasaron a un tubo con 0,9 ml de caldo nutritivo y 10 gotas de
CHCI3, se mezclé por agitacion y se dejé a temperatura ambiente hasta realizar los
recuentos correspondientes (esta alicuota corresponde al tiempo cero de la curva de lisis en
un ciclo y al nimero de fagos libres no adsorbidos). Se tomaron alicuotas de 0,1 ml cada 5
minutos hasta los 55 minutos y se pasaron a sendos tubos de caldo nutritivo/CHCI3.
Finalmente se determiné el titulo de fagos a cada uno de los tiempos de incubacion por
recuento en doble capa en agar nutritivo.

Se concluyé que: la constante de adsorcion (K) es de 2,28 E-06 ml/min (en comparacion a
datos bibliograficos con otras constantes de adsorcion, este valor de la velocidad de
adhesion es alto, lo que indicaria la presencia de varios receptores de membrana
disponibles sobre la superficie bacterial, dado la rapida adsorcién de las particulas virales
sobre la superficie de las bacterias) ; el tamafio de explosién (b) que es el nimero de
particulas que se libera por cada bacteria infectada es 5,22 UFP/UFC ; y el periodo de
eclipse (E) o sea el tiempo transcurrido desde la infeccion hasta la formacién de las
particulas de fago completas (infectivas) es 9.43 minutos

*Determinacion de la especificidad viral (rango de huésped): Muestras de cepas de distintas
serovariedades de Salmonella (tanto Gallinarum; Enteritidis; y muestras de salmonelas
moviles incognitas) obtenidas de granjas de pollos parrilleros y granjas de la zona, se
incubaron overnight a 37°C para reactivarlas y tener un cultivo joven para realizar el ensayo.
En placas de agar nutritivo, con marcador indeleble se dibujaron lineas en el fondo de las
mismas, para dividirlas en tres o cuatro partes. A su vez, se dibujé un circulo en el centro de
cada uno de los sectores. Utilizando un ansa esteril, se estrio las bacterias en cada sector,
sin dejar zonas sin cubrir. De la misma manera se realizo el procedimiento con cada una de
las bacterias.

Utilizando una pipeta estéril, se anadié una gota del fago en cada sector en el area
delimitada por el circulo. Una vez que se secan, se incuban las placas invertidas, a 37°C,
por 24 hs.

Se observaron lisis total a parcial, tanto en muestras de gallinarum como en algunas de las
cepas de S. Enteritidis

*Tolerancia de los fagos a un medio acido: Se prepararon tres buffer fosfato salino (PBS) los
cuales se ajustaron a tres valores de pH: 2, 3, y 6.5. Se incubaron los fagos con un titulo
inicial de 10 E9 UFP, en presencia de cada uno de los buffer PBS durante 1 hora a 37°C,
Una vez terminada la incubacién, se tomo una alicuota de cada una de ellos (0.1 ml de fago)
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y se mezclo con 0.5 ml de cultivo fresco de S. gallinarum, 2.5 ml de agar semisdlido, y la
mezcla se volcé inmediatamente en una placa de agar nutritivo. Una vez solidificado, se
llevo a estufa a 37 °C, durante cuatro horas, y se observo la formacion de calvas o placas de
lisis.

Se determind que en la placa donde los fagos fueron previamente expuestos en PBS a pH
2, hubo una menor formacién de placas de lisis, bajando el numero de UFP a 106, y en
cuanto a las calvas formadas se observo que en el centro de las mismas aun habia presente
algunas colonias bacterianas sin lisar. Este hecho sugiere que o bien la actividad litica del
fago se ve afectada o que esta en estado lisogénico.

Mientras que en las otras dos situaciones (a pH 3 y 6.5) donde los fagos se incubaron a pH
superiores a 2, la actividad litica no se vio afectada, ya que se observé la formacion de
calvas.

*Actividad litica en medios hostiles: Se realizaron una serie de diluciones (segun el
prospecto) a partir de una solucion madre de desinfectantes de uso comun en las granjas
avicolas (medios hostiles) para determinar el efecto en la actividad litica de fagos de
Salmonella.en la actividad litica de fagos de Salmonella. Los desinfectantes usados
fueron: yodo, cresolina, amonio, lavandina y CID 20.

Se tomo6 4,5 ml de cada dilucién para incubarlo a 37° C con 0.5 ml de fago. Se tomaron 0.1
ml de cada una de las mezclas desinfectante/fago, que se colocaron en nuevos tubos de
ensayo, en los cuales previamente se colocaron 0.5 ml de cultivo de Salmonella gallinarum
(el cual previamente habia crecido durante 24 horas en caldo nutritivo) y 2.5 ml de agar
nutritivo semisodlido. Esta mezcla se agité y se volcoé inmediatamente sobre placas de Petri
que contenian agar nutritivo. Al solidificarse la capa de agar nutritivo semisélido se incubd
en estufa a 37°C, para contarse el numero de calvas que se formaron. El tiempo estimado
en formarse un numero significativo de calvas fue aproximadamente cuatro horas (aunque
se fueron revisando las placas cada una hora). La mezcla desinfectante/fago se guardo y se
plaqueo de la misma manera a las semanas 1, 2y 3.

Se determind que cuando se utiliza la mezcla fago/desinfectante preparado en el dia, a las
bacterias les cuesta crecer. Por lo que en un principio es mayor el poder desinfectante y no
se puede observar actividad del fago.

A la semana, estas mismas mezclas utilizadas dejan crecer a las bacterias, y se observan
formaciones de placas. El numero de placas observadas no difiere del numero que
generalmente se obtiene utilizando el fago solo. Por lo que se concluye que los fagos que
estuvieron en contacto con los desinfectantes, no vieron disminuida su vida util (actividad
litica).

La diferencia que se observa es en el tamafio de las placas de lisis, siendo estas mas
grandes en los fagos en contacto con los desinfectantes (o que podria deberse a que estos
cambian la viscosidad del medio, lo que podria permitir un mayor desplazamiento del fago)
Ademas, se dan placas de tamafos medianos a grande (en comparacion al tamano de
placas de lisis pequefas que acostumbramos a ver con el fago en medio semisdlido al
0.8%) en los medios viscosos de yodo, cresolina y amonio.

Todo esto hace pensar que se puede utilizar la combinacion de fago y desinfectantes.
Ademas se midieron el pH de los desinfectante, por medios de papel de pH, para tener un
valor estimativo de la acidez o basisidad de los mismos, dado que en ensayos anteriores,
donde se estudio la tolerancia del fago a actuar en medios de distinta acidez, se observé
que la actividad de los fagos se veia reducida a pH menores a 2. Resulto ser que ninguno
de los desinfectantes tenian pH mas bajos que 2: el de mayor pH era 8 y el de mayor
acidez era 4.

*Evaluaciéon del comportamiento del fago en una granja en produccion:
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Las aves sometidas a la experiencia fueron gallinas blancas ponedoras, de 80 semanas,
que habian pasado la etapa de replume y que tenian una dosis de Bioquina.

Dentro del galpdn se dividieron las jaulas para someter a distintos tratamientos:
TRATAMIENTO 1: Aves control

TRATAMIENTO 2: Aves con una dosis de fago por via intramuscular

TRATAMIENTO 3: Aves con una dosis de fago por via intramuscular y fago administrado a
traves de un pulverizador (spray) sobre las aves y la jaula.

Se recolectaron muestras de materia fecal previo administracion de fago (para evidenciar la
presencia de SG) y cada 30 dias luego de haberlo administrado.

Tanto en los testigos como en las aves a las que se les administro fago por via
intramuscular no se aislé SG lo que se comprob¢ utilizando las técnicas correspondiente de
aislamiento de Salmonella (pre-enriquecimiento de las muestras sembrando en caldo
nutritivo, por 24 horas a 37 °C; posterior siembra de una alicuota del anterior en 10 ml de
caldo Rapapport —Vassiliadis para incubacion por 24 £1 h a 42°C; luego aislamiento por
agotamiento una ansada en placa en un medio selectivo y diferencial: agar XLD) y posterior
pruebas bioquimicas (TSI/LIA/SIM e IMVIC).

Ademas, en aquellas muestras de hisopados de las jaulas roseadas con fago no se aislaron
SG ni ninguna otra cepa de Salmonella comparandola con jaulas testigos (las no roseadas)

El anadlisis bacteriolégico para evaluar la presencia de la enterobacteria, consistidé en la
obtencion de porciones de muestras de los érganos (higado y vesiculas) que se colocaron
individualmente en 10 ml de agua peptonada bufferada (APB) marca Oxoid a 37°C por 24 +
2 h (pre-enriquecimiento) Posteriormente, se realizé un enriquecimiento, transfiriendo 0,1 ml
de APB a 10 ml de caldo Rapapport —Vassiliadis con soja (RVS)-Oxoid-. Después de la
incubacion por 24 +1 h a 42°C se aislé por agotamiento una ansada en placa en un medio
selectivo y diferencial: agar verde brillante, las cuales luego se incubaron por un periodo de
24 + 1h a 37 ° C. Luego de su aislamiento se identificé la bacteria por medio de pruebas
bioquimicas especificas.

Tanto en aves testigos como en las tratadas con el fago no se detectdé SG. Las aves
continuaron con un buen ciclo de postura, la mortandad animal durante esos cuatro meses
fue normal y comparado con otros galpones de la misma granja donde se realizé la
experiencia, no hubo brote de tifus (mientras que en los otros galpones si hubo).

Esta experiencia piloto se pudo realizar solo en una granja, pero para mas datos
comparativos no se pudieron llegar a acuerdos para hacerla en mas granjas.

*Estudio de la actividad de los fagos frente a superficies: El ensayo aun no se realiz6é porque
no se pudieron conseguir las piezas metalicas que generalmente se utilizan en las granjas
avicolas para la construccion de las jaulas de las aves.

La metodologia a usar sera la siguiente: Utilizando piezas de metal (zinc) de 1 cm x 0,1 cm x
5 cm se contaminaran experimentalmente con SG durante 10 minutos agitando a intervalos
regulares, y se las secara a temperatura ambiente bajo flujo laminar. Luego las piezas se
sumergiran en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de la solucion de cada uno de los
desinfectantes a evaluar y otras en una solucién con de fago. Los controles se colocaran en
tubos conteniendo solucién fisiolégica (SF). Luego, todas las piezas se secaran a
temperatura ambiente bajo flujo laminar e incubadas a 37°C durante 24 horas en Placas de
Petri.

Posteriormente, cada una de las piezas seran enjuagadas en SF para extraer la bacteria
que no fue neutralizada por los diferentes tratamientos. Tomando alicuotas de cada
muestra, se sembrara sobre placas de agar nutritivo para el recuento de SG.
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7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN EL PERIODO.

7.1. PUBLICACIONES. Debe hacerse referencia, exclusivamente a aquellas publicaciones en la
cual se halla hecho explicita mencion de su calidad de Becario de la CIC. (Ver instructivo para la
publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacion donde no figure dicha
aclaracion no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada trabajo, en el mismo
orden que aparecen en la publicacion, informe o memoria técnica, donde fue publicado, volumen,
pagina y afo si corresponde; asignandole a cada uno un numero. En cada trabajo que el investigador
presente -si lo considerase de importancia- agregara una nota justificando el mismo y su grado de
participacion.

7.2. PUBLICACIONES EN PRENSA. (Aceptados para su publicacion. Acompafiar copia de cada
uno de los trabajos y comprobante de aceptacion, indicando lugar a que ha sido remitido. Ver punto
7.1))

7.3. PUBLICACIONES ENVIADAS Y AUN NO ACEPTADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar copia de cada uno de los trabajos. Ver punto 7.1.)

7.4. PUBLICACIONES TERMINADAS Y AUN NO ENVIADAS PARA SU PUBLICACION.

(Adjuntar resumenes de no mas de 200 palabras)

Evaluaciéon de diferentes vias de administracién de un fago litico en gallinas comerciales

infectadas experimentalmente con Salmonella Gallinarum

Resumen
Una de las principales enfermedades que afecta a las aves de postura es la Tifosis
Aviar (TA), causada por Salmonella entérica subespecie entérica serovar Gallinarum
biotipo Gallinarum (SG). Este patdégeno se transmite rapidamente mediante el contagio
horizontal, mientras que la transmision vertical cumple un papel significativo en la
epidemiologia de la TA. Existen diferentes medidas para controlar la contaminacion de
SG en avicultura, como bioseguridad, vacunacion y productos antimicrobianos. Los
medicamentos profilacticos y terapéuticos mas utilizados son los antibiéticos, pero su
uso esta restringido por la aparicién de cepas resistentes y sus consecuencias en salud
publica. En este sentido, los bacteriéfagos liticos han mostrado un uso potencial como
biocontroladores de SG en aves. Se evalud la eficiencia de un bacteriéfago litico
especifico, administrado por via oral durante una semana y por via intramuscular (im)
con una y dos dosis, en pollitas de recria con desafio de SG. La aplicacién de
bacteriéfagos redujo la infeccion y la colonizacion de SG en 6rganos (ovario y oviducto,
higado, ciego e intestino); permitiendo un normal desarrollo de las aves. Con dos dosis
de fago im se logré una mayor reduccion de la infeccién y una menor colonizacion de
SG en los érganos analizados

7.5. COMUNICACIONES. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores)

7.6. TRABAJOS EN REALIZACION. (Indicar en forma breve el estado en que se encuentran)
Se presentaran resumenes y datos de los trabajos realizados con los bacteriéfagos durante el
periodo 2014 en los siguientes congresos:

*EL XXIV CONGRESO LATINOAMERICANO DE AVICULTURA - Guayaquil 2015 a realizarse
del 8 al 11 de septiembre de 2015.
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*CAV 2015- XI Congreso Argentino de virologia- Il Congreso latinoamericano de Virologia- del 23
al 26 de JUnio de 2015; Palais Rogue, Jeronimo Salguero 1443/39. Ciudad auténoma de Buenos
Aires , Argentina.

8. OTROS TRABAJOS REALIZADOS. (Publicaciones de divulgacion, textos, etc.)
8.1. DOCENCIA

8.2. DIVULGACION

8.3. OTROS

9. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS. (Se indicara la denominacion, lugar y fecha de
realizacion y titulos de los trabajos o comunicaciones presentadas)

10. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. (Sefalar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, duracion, instituciones visitadas y si se realizd algun
entrenamiento)

1-Curso “Interacciones virus-hospedador. Modelos de estudio y caracterizacion”, teérico para conocer
e interpretar los abordajes experimentales actuales para el estudio de las diferentes interacciones
virus hospedador. Se abordaron tres modelos diferentes de interaccion virus hospedador como forma
de abarcar un espectro amplio de cursos de las infecciones virales en hospedadores humanos,
bacterianos y protozoarios.

Fecha de Realizacién: 10-10-14 al 5-12-14 Carga horaria: 40 hs.
Organizado por: Universidad Nacional de Lujan.

2-Curso de Posgrado de Inmunologia bovina y aviar, teorico/practico para profundizar conocimientos
de inmunologia en cuanto a la evaluacion de la inmunidad celular en bovinos y pollos.

Fecha de Realizacién: 01-09-14 al 06-09-14 Carga horaria: 45 hs. (20 hs Teoéricas, 25 hs Practicas)
Organizado por: Institutos de Virologia y de Biotecnologia del Centro de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias y Agrondémicas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Castelar y el

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada - Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional del Litoral.

11. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO
12. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO

13. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES (Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la evaluacion
de la tarea cumplida en el periodo)

Informalmente participo en la deteccién de Salmonella en granjas de la zona de Lujan y

alrededores en muestras de materia fecal de gallinas, alimentos, agua y huevos.
Ademas de ayudar en la recoleccion de muestras en ensayos con coccidios.
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Asi mismo, durante el periodo que abarco la Beca, se realizaron obras de construccion y
ampliacion del bioterio avicola, lo que imposibilité la realizacion de los ensayos en las jaulas
experiementales como estaba previsto en el Plan de Actividades. La obras concluyeron en el
mes de diciembre de 2014, y el bioterio se habilité en el mes de febrero de 2015,
pudiendose recién ahora realizar las pruebas experiementales previstas.

14. TITULO DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PERIODO DE PRORROGA O
DE CAMBIO DE CATEGORIA (Debera indicarse claramente las acciones a desarrollar)

“Estudio de un bacteri6fago litico para el biocontrol de Salmonella Gallinarum en aves de
postura”

*Evaluacion de la eficacia de la administracion del fago, de antibiéticos y de la vacuna 9R en
gallinas de postura infectadas experimentalmente con SG, a través del aislamiento y
recuento de la enterobacteria en el tracto digestivo y érganos reproductivos.

*Aislamiento y cuantificacion de SG en superficies contaminadas experimentalmente,
tratadas con el fago y con desinfectantes de uso en avicultura.

*Evaluacion del comportamiento del fago en distintas granjas en produccion de la zona de
Lujan como también en los alrededores y en Plantas de Incubacion.

*Andlisis estadisticos.

*Divulgacion de los resultados en congresos y revistas especializadas.

Condiciones de Presentacion

A. El Informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacion

abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Becario, la que debera incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 14).

b. Las copias de publicaciones y toda otra documentacion respaldatoria, deben
agregarse al término del desarrollo del informe

C. Informe del Director de tareas con la opinién del desarrollo del becario (en sobre
cerrado).

Nota: El Becario que desee ser considerado a los fines de una prorroga, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los

cronogramas an uales.

Firma del Director Firma del Becario
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1. Denominacion del trabajo: “Estudio de un bacteriofago litico para el biocontrol de
Salmonella Gallinarum en aves de postura”

2. Definicion del problema y estado actual del conocimiento

La fagoterapia es el uso de fagos especificos de bacterias patdogenas para el tratamiento
de infecciones. Los fagos son virus que presentan tropismo soélo por bacterias
especificas, inocuos para células eucariotas. Una vez que reconocen receptores
especificos de la superficie bacteriana, estos virus inyectan su genoma e inmediatamente
comienza el ciclo multiplicativo generando cientos de particulas virales, que luego del
ensamblaje y maduracion, con la ayuda de enzimas propias del virus, provocan la lisis
de la pared celular bacteriana, liberando la progenie viral. Los bacteridéfagos liberados
infectan otras células susceptibles cercanas y se repite el ciclo de multiplicacion viral
dentro de esas células, amplificando de esta manera el efecto bactericida (Gorski y
Weber-Dabrowska, 2005; Hudson y col., 2005).

El uso de bacteriofagos para el tratamiento de infecciones fue planteado por primera vez
por Félix d'Herelle en 1917, como un posible tratamiento de Shigella dysenteriae en
personas enfermas de difteria. En paises de Europa del este se ha continuado con este
tratamiento hasta 1950 y 1960 (Kropinski, 2006; Inal, 2003).

Por otra parte, en 1928 Alexander Fleming descubri6 un hongo capaz de inhibir el
crecimiento de una bacteria, identificado como Penicillium chydogenum. Mas tarde
denominé penicilina a este inhibidor activo de los hongos. La enorme utilidad de los
antibiodticos no se evidencid hasta la década de 1940, cuando fue evaluada en ensayos
clinicos y producida en forma masiva, desplazando la utilizacioén de los bacteriofagos.
Un problema muy importante asociado con los antimicrobianos es la aparicion y la
diseminacion de nuevas variedades de microorganismos resistentes. En el transcurso de
los afios cada vez mas microorganismos han desarrollado resistencia a los antibioticos
que en algun momento fueron eficaces contra ellos. La aparicion de cepas microbianas
multirresistentes es resultado de cambios genéticos de los microorganismos que les
permiten tolerar cierta cantidad de un antimicrobiano que normalmente los inhibiria
(Tértora y col., 2007).

En la medicina veterinaria, en especial en la produccién avicola, es frecuente la
administracion de aditivos en los alimentos. Entre ellos se encuentran los antibioticos
que se utilizan como promotores de crecimiento, también denominados modificadores
digestivos. El uso masivo y muchas veces inadecuado de los antibioticos en produccion
animal, en particular en avicultura, se asocia como responsable de la aparicion de cepas
resistentes en seres humanos como consecuencia de la acumulacion de residuos en
carnes y huevos (Official Journal European Union, 2003).

La tifosis aviar (TA) es causada por Salmonella enterica subespecie enterica serovar
Gallinarum biovar Gallinarum (SG). Esta enterobacteria es huésped especifica de aves
con una baja incidencia zoonotica. En las aves provoca septicemia con aumento de la
mortalidad y signos claros de anemia, depresion y abundante diarrea. En las gallinas en
produccion se observa una marcada baja de postura. La forma de transmision de la TA
en granjas de aves de postura es, principalmente, por contacto entre aves y por
transmision vertical. La eliminacidon esporadica de la bacteria por las heces también
constituye una fuente de contaminacion ambiental. Asimismo, roedores e insectos
actuan como vectores mecanicos de la enfermedad, contribuyendo al ciclo de infeccion
y perpetuacion de la TA en el ambiente de la granja.



El control de esta enfermedad puede lograrse a través de programas de bioseguridad,
higiene, manejo sanitario y eliminacion de los planteles enfermos. En efecto, a pesar de
su amplia distribucion, la TA ha podido ser erradicada en las aves de postura
comerciales, en la mayoria de los paises desarrollados de Europa Occidental, Estados
Unidos, Canadé, Australia y Japén. No obstante, en los ultimos afios han aparecido
brotes de esta enfermedad en algunos paises europeos, lo que demuestra la necesidad de
buscar nuevas alternativas de control de la enfermedad (Chacana y Terzolo, 2003;
Young-Ju y col, 2003; OIE, 2012).

La vacuna mas utilizada para el control de la TA es una vacuna inactivada proveniente
de una cepa rugosa denominada 9R. La vacuna se administra por via intramuscular a las
8 semanas de vida, con un refuerzo a las 16 semanas. La vacunacion reduce la
mortalidad y estimula la produccién de anticuerpos transitorios, pero no previene la
infeccién con cepas virulentas de campo. Por estas razones, en muchos casos se
recomienda la utilizacion de antimicrobianos antes y después de la vacunacion (OIE,
2012).

Los bacteridfagos liticos constituyen una alternativa novedosa para el control de la TA
dada su alta especificidad de infecciébn y una cinética tal que la dosis inicial se
incrementa exponencialmente al alcanzar la célula blanco, con un mecanismo de accion
totalmente diferente al de los antibidticos y un bajo costo en su produccion ( Joerger, R,
2003, Lim y col., 2011).

Existen numerosos trabajos sobre la aplicacion de fagos para el biocontrol de patogenos
en los diferentes eslabones de la cadena productiva. En la produccion primaria, se
realizaron estudios en el control de Salmonella en aves (Hurley y col, 2008, Vandeplast
y col., 2010, Lim y col., 2011, Borie y col., 2011) y de E. coli 0157:H7 en bovinos
(O'Flynn y col., 2004, Viscardi y col., 2008). En lo referente a la produccion de
alimentos, la Food and Drug Administration (FDA) aprob6 dos cocktails comerciales
de fagos para el biocontrol de Listeria monocytogenes en diversos productos listos para
el consumo: ListShield ™ (Intralyrix, Inc. www.intralytix.com) y Listex "™ P10 (EBI
Food Safety www.ebifoodsafety.com).

Los bacteriéfagos también pueden usarse como agentes bactericidas en superficies. Su
aplicacion en forma de spray ayudaria al control de SG en el ambiente, como
complemento en los programas de desinfeccion e higiene. Ademas, dado que la mayoria
de los desinfectantes se inactivan en presencia de materia organica, la aplicacion de
fagos sobre superficies contaminadas contribuiria a que los desinfectantes actien mas
eficazmente (Huff'y col., 2003).

El proyecto tiene por finalidad brindar herramientas de control y prevencion de SG en
granjas de gallinas comerciales, que tiendan a la optimizacion productiva de los
animales como el primer eslabon en la cadena agroalimentaria. Es por ello que los
resultados proyectados en el trabajo tendrdn una fuerte transferencia en la Industria
Avicola, en concordancia al compromiso de la Universidad Nacional de Lujan (UNLu)
hacia este sector.

3. Trabajo previo realizado referente a este proyecto

El grupo de trabajo de la UNLu viene realizando diversos estudios en el sector de
produccion pecuaria, bajo el Programa de Investigacion en Microbiologia Aplicada a la
Avicultura, que posee varios proyectos, entre ellos el denominado:’Uso de
Bacteriofagos para el control de Sal/monella Gallinarum y Salmonella Enteritidis en
produccion avicola.” (CDD-CB: 042-11). El primer trabajo de este proyecto consistio
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en el aislamiento del bacteriofago a partir de las heces de un ave enferma de tifus
(Prosdécimo y col, 2010). Luego se utilizo este mismo fago en gallinas en produccion,
las que fueron infectadas experimentalmente con SG. Los resultados indicaron que el
fago disminuy6 el desarrollo de la infeccion bacteriana y permitio la ovoposicion
normal (Prosdécimo y col, 2010). También se evalud el efecto del fago litico contra SG
utilizando dos vias de administracion: oral e intramuscular (i.m). Para la administracion
oral se utilizaron varias dosis con un elevado titulo de virus, para asegurar su llegada a
los o6rganos blanco, pues se determino su sensibilidad a pH 2, mientras que para la via
im. se utiliz6 s6lo una dosis. Como no existid diferencia entre las dos vias de
administracion, se propuso la via i.m. como la mas adecuada (Prosdécimo y col. 2012).
Se evalu6 ademas el efecto de multiples inoculaciones, utilizando dos dosis del fago por
via i.m (dia 0 y dia 4 posinfeccioén). No hubo diferencias significativas entre una o dos
inoculaciones del virus, por lo que se decididé que todas las experiencias se realizaran
utilizando una dosis de fago (Estos resultados seran presentados en las

XIIV Jornadas de Divulgacion Técnico- Cientificas 2013; Jornada Latinoamericana
Facultad de Ciencias Veterinarias UNR; II Congreso de Desarrollo Ganadero
Sustentable, a desarrollarse el martes 27 de agosto de 2013 en Casilda, Santa Fe). Por
otra parte, mediante ensayos in vitro se determind que el fago no era litico para las
cepas atenuadas utilizadas para la fabricacion de vacunas 9R (resultados que seran
presentados al XIII Congreso Argentino de Microbiologia 2013 y II Congreso de
Microbiologia Agricola y Ambiental 2013, Buenos Aires, Argentina).

4. Objetivo General

Implementar una propuesta de control y prevencion de SG en granjas con aves de
postura que incluya la aplicacion de bacteriofagos tanto como agentes terapéuticos
como de control ambiental.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar molecularmente el bacteriéfago
Determinar los parametros del ciclo litico

3. Estudiar el comportamiento del fago en presencia de desinfectantes de uso en
avicultura.

4. Evaluar la eficacia de la administracion del fago, de antibidticos y de la vacuna
9R en gallinas de postura infectadas experimentalmente con SG, a través del
aislamiento y recuento de la enterobacteria en el tracto digestivo y organos
reproductivos

5. Aislar y cuantificar SG en superficies contaminadas experimentalmente tratadas
con el fago y con desinfectantes de uso en avicultura.

6. Evaluar el comportamiento del fago en distintas granjas en produccion

5. Métodos y Técnicas a emplear
a) Caracterizacion molecular del fago: a través de distintas técnicas de aislamiento y

extraccion del genoma viral, se determinara su naturaleza y el perfil de restriccion
del genoma del fago, que permitira estimar su tamafio.



Ademas el fago se caracterizara morfoldgicamente, con la utilizaciéon de microscopia
electroénica.
b) Parametros del ciclo litico: se determinaran los parametros del ciclo litico del fago de
SG: constante de adsorcion, periodo de eclipse y tamafio de explosion, y mediante la
cinética de adhesion a la bacteria huésped, a partir de alicuotas tomadas a distintos
tiempos de incubacion, se realizard recuento de placas de lisis por el método de doble
capa en agar para determinar el titulo de fagos a cada tiempo analizado. Brevemente se
describe la técnica de doble capa que se utilizara para el recuento de fagos: a 0,2 ml de
cultivo en fase estacionaria de la bacteria huésped se incorporaran 0,1 ml de la muestra
correspondiente del fago y se agregaran 3,5 ml de agar blando (agar-agar 0,7%); esta
mezcla se volcara en cajas de Petri que contengan 10 ml de agar nutritivo, las que se
dejarédn secar bajo flujo laminar durante 15 minutos y luego se incubarén, con el agar
hacia arriba, durante 3 horas a 37°C.
c) Estudio del comportamiento del fago en presencia de desinfectantes de uso en
avicultura: se analizara el efecto de la exposicion del fago a diferentes desinfectantes,
como amonio cuaternario, acido acético, glutaraldehido y lavandina, a partir de
concentraciones que habitualmente se utilizan en las granjas de produccion. En tubos
conteniendo 10 ml de las diluciones correspondientes de cada desinfectante se agregara
1 ml del fago, incubando la mezcla a temperatura ambiente. Cada 10 minutos,
completando un ciclo de 60 minutos, se tomaran alicuotas para realizar el recuento de
fagos por el método de doble capa. Se utilizara como blanco un tubo conteniendo 10 ml
de PBS adicionado con 1 ml de fago.
d) Aves: se utilizaran pollitas de la linea Hyline de 6 a 9 semanas de edad, libres de
Salmonella spp, alimentadas con una racion balanceada comercial de acuerdo a los

requerimientos y el consumo de la linea. Las aves seran alojadas en las jaulas
experimentales del Bioterio Avicola de la UNLu.
e) Cepa desafio: las pollitas seran desafiadas por via ingluvial con 104 unidades
formadoras de colonia (ufc) por ave de SG INTA90 (cedida por el Dr Horacio Terzolo
de la Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, INTA-EEA Balcarce, Argentina).
f) Fago litico: se utilizara el fago aislado de las heces de un ave enferma (Prosd6cimo y
col., 2010). Se administrara por via i.m. 10° unidades formadoras de placa (ufp).
g) Antibioticos (ATB): se utilizard Kanamicina al 10% y Gentamicina al 5% ambos
ATB aminoglucésidos.
h) Vacunas 9R: se probaran dos vacunas de fabricacion nacional.
1) Disefio experimental

Las pollitas Hyline de 6 a 9 semanas de edad recibirdn los siguientes tratamientos

Tratamiento 1: aves control

Tratamiento 2: aves infectadas con SG

Tratamiento 3: aves infectadas con SG y tratadas con el fago

Tratamiento 4: aves infectadas con SG y tratadas con ATB

Tratamiento 5: aves infectadas con SG, tratadas con ATB y fago

Tratamiento 6: aves infectadas con SG y vacunada con 9R

Tratamiento 7: aves infectadas con SG, vacunadas con 9R y tratadas con el fago

Tratamiento 8: aves infectadas con SG, vacunadas con 9R y tratadas con ATB

En los tratamientos que correspondan, los animales infectados con SG recibiran a

las dos horas posinfeccion (p.i) fago, ATB y 9R por via i.m,

A los 11 dias p.i. las aves seran sacrificadas y se les extraeran los siguientes

organos: higado, intestino, ciego y ovario, a los que se les realizara el

correspondiente analisis bacterioldgico.



j) Anadlisis bacteriologico: para evaluar la presencia de la enterobacteria, porciones

k)

)

m)

6.

de muestras de los 6rganos seran colocadas individualmente en 10 ml de agua
peptonada bufferada (APB) marca Oxoid a 37°C por 24 + 2 h. Posteriormente, se
realizard un pre-enriquecimiento, transfiriendo 0,1 ml de APB a 10 ml de caldo
Rapapport —Vassiliadis con soja (RVS)-Oxoid-. Después de la incubacion por 24
+1 h a 42°C se aislara por agotamiento una ansada en placa en un medio selectivo
y diferencial: agar verde brillante. Las placas seran incubadas posteriormente por
un periodo de 24 + 1h a 37 ° C. Luego de su aislamiento se identificara la bacteria
por medio de las pruebas bioquimicas especificas (Voogt y col, 2001). Para la
cuantificaciéon de SG, las muestras se colocaran en tubos con 9 ml de agua
peptonada, que se agitard vigorosamente durante 30 segundos en un agitador
“Vortex”, luego se transferird una alicuota a medio selectivo diferencial especifico
incubandose por 24 horas a 37° C.

Experiencias en superficies: piezas de metal (zinc) de 1 cm x 0,1 cm x 5 cm seran
contaminadas experimentalmente con 10’ufc/ml de SG y secadas a temperatura
ambiente bajo flujo laminar. Luego las piezas serdn sumergidas en tubos de
ensayo conteniendo 10 ml de la solucion de cada uno de los desinfectantes a
evaluar y otras seran sumergidas en una solucion conl0’ ufp/ml de fago. Los
controles seran colocados en tubos conteniendo solucion fisioldgica (SF). Luego,
todas las piezas seran secadas a temperatura ambiente bajo flujo laminar e
incubadas a 37°C durante 24 horas. A continuacion, cada una de las piezas seran
enjuagadas en SF para extraer la bacteria que no fue neutralizada por los diferentes
tratamientos. Se realizard el recuento de SG por la metodologia descripta
anteriormente.

Evaluacion del comportamiento del fago en distintas granjas en produccion: en
aquellas granjas que posean recurrencia de TA se inoculara por un lado 10° ufp/ml
de fago por via i.m y, por el otro, las superficies seran tratadas con una solucion
spray conteniendo 10° ufp/ml de fago.

Andlisis estadistico: para analizar los resultados se utilizara el programa SPSS.

Cronograma mensual de actividades a desarrollar en el periodo de la beca

Mes 1: Caracterizacion molecular del fago.

Mes 2: Determinacion de los parametros del ciclo litico.

Mes 3: Estudio del comportamiento del fago en presencia de desinfectantes de uso
en avicultura.

Mes 4 a mes 7: Evaluacion de la eficacia de la administracion del fago, de
antibioticos y de la vacuna 9R en gallinas de postura infectadas experimentalmente
con SG, a través del aislamiento y recuento de la enterobacteria en el tracto
digestivo y 6rganos reproductivos.

Mes 8: Aislamiento y cuantificacion de SG en superficies contaminadas
experimentalmente, tratadas con el fago y con desinfectantes de uso en avicultura.
Mes 9 a mes 10: Evaluacion del comportamiento del fago en distintas granjas en
produccion.

Mes 11: Analisis estadisticos.

Mes 12: Divulgacion de los resultados en congresos y revistas especializadas.
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8. Vinculacion del plan de trabajo con otros proyectos de investigacion en ejecucion en
el mismo lugar de trabajo

Como fue mencionado en el punto 3, este plan de trabajo se vincula directamente con
el proyecto:”Uso de Bacteriofagos para el control de Salmonella Gallinarum vy
Salmonella Enteritidis en produccion avicola.” (CDD-CB: 042-11), que forma parte del
Programa de Investigacion en Microbiologia Aplicada a la Avicultura, que se desarrolla
en el Departamento de Ciencias Basicas de la UNLu.



Lugar de trabajo

9. Identificacion del lugar donde se realizara el plan de trabajo.

El plan de trabajo realizard bajo la dependencia del Departamento de Ciencias
Bésicas de la UNLu. Los ensayos se llevaran a cabo en los laboratorios de la UNLu y en
el bioterio avicola ubicado en el campo experimental.

10. Descripcion de la infraestructura y servicios disponibles en relacion a los
requerimientos del plan de trabajo

La investigacion se realizard en la Universidad Nacional de Lujan que posee en su
campo experimental un bioterio avicola que cuenta con jaulas experimentales (unidades
de aislamiento) con ambiente semicontrolado, comedero manual tipo canaleta,
bebederos individuales tipo niple con bandeja antigoteo, luz eléctrica tipo campana
ubicada en el centro de cada jaula y un tanque dosificador de agua. La sala ademads esta
equipada con una estufa a gas de tiro balanceado, un extractor de aire con filtro tipo
Hepa y un termometro digital. Ademas, en el mismo predio funciona el Laboratorio de
Referencia de Microbiologia y Sanidad Avicola en el marco del Plan Nacional de
Sanidad Avicola y el Programa de Control de las Micoplasmosis y Salmonelosis de las
aves. Asimismo se cuenta con acceso a redes de internet; correo electronico y base de
datos. La Universidad cuenta con un laboratorio de Biologia Molecular con
equipamiento especifico para la realizacion de las técnicas descriptas en el proyecto.
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