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Resumen

La finalidad de este trabajo de investigacion fue aislar bacteri6fagos especificos contra Salmonella
sp. que se encontraron en cuyes con sintomas de salmonelosis. Para ello se realizaron
observaciones de las sintomatologias caracteristicas presentes en cuyes infectados en un criadero
del distrito de Lurin. En el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Ricardo Palma — Peru
se trabajé con 25 cuyes muertos, a los cuales se realizaron trabajos de diseccidn; separando:
higado, pulmén, bazo e intestino grueso, se hizo aislamiento y dilucién de los bacteriéfagos
encontrados. La identificacidn de los bacteriéfagos aislados se realizé por microscopia electronica
de transmisiéon (MET) en el Instituto de Quimica, de la Universidad de Sao Paulo - Brasil. En la
metodologia se utiliz6 un enfoque cuantitativo, diseflo experimental y se usé una ficha de
Protocolo de Aislamiento de fagos, que fue validada por un juicio de expertos. Los resultados de
los 6rganos analizados mostraron que se encuentran presentes en 12 cuyes en los 6érganos: higado,
bazo e intestino grueso; una vez aislados se hizo diluciones y se evalud la especificidad de los
fagos frente a diferentes cepas de Salmonella sp., dando para todos los casos ser especificos
Unicamente para Salmonella typhymurium, finalmente se hizo identificacién de los mismos
mediante microscopia electrénica determinando que todas muestras correspondian a la familia

Podoviridae, con este trabajo se desea lograr un tratamiento a futuro por fagoterapia.

Palabras claves: Salmonella sp., cuyes, bacteriéfagos, titulacidn, caracterizacion.



Abstract

The purpose of this research work was to isolate specific bacteriophages against Salmonella sp.
that were found in Guinea pigs with symptoms of salmonellosis. Observations were made of the
characteristic symptoms present in infected Guinea pigs in hatcheries in the Lurin district. The
work of dissection, isolation and dilution were carried out in the Microbiology Laboratory of the
Ricardo Palma University - Peru and the identification by transmission electron microscopy
(MET) at the Institute of Chemistry, university of Sao Paulo — Brazil. The methodology used a
quantitative approach, experimental design and a Phage Isolation Protocol sheet was used, which
was validated by an expert judgment. The results of the analyzed organs showed that they are
present in 12 Guinea pigs in the organs: liver, spleen and large intestine; once isolated, dilutions
were made and the specificity of the phages against different strains of Salmonella sp. was
evaluated, giving for all cases to be specific only for Salmonella typhymurium, finally they were
identified by electron microscopy, determining that all samples corresponded to the Podoviridae

family, with this work it is desired to achieve a future treatment by phage therapy.

Keywords: guinea pig, Salmonella sp., bacteriophages, titration, characterization.



I. INTRODUCCION

El cuy o cobayo (Cavia porcellus) mamifero roedor nativo de la regiéon Andina de
sudamérica, ha venido contribuyendo en nuestra alimentacion hace aproximadamente 2500 a 3600
aflos hasta nuestros dias. Se conoce que su carne es una de las mds nutritivas en comparacion a
otras especies, su facil manejo, su ciclo reproductivo corto, y su flexibilidad en cuanto a exigencias

alimentarias, hacen que esta especie sea una de las favoritas en cuanto a crianza (Flores, 2017).

Su crianza y consumo ha ido ascendiendo de manera progresiva durante los dltimos afios,

logrando exportar en el 2019 un total de 11.6 toneladas (La Republica, 2020).

Por otro lado, el cuy, junto con otros animales actian como reservorio de Salmonella spp.,
esta bacteria es un microorganismo zoondtico que producen cuadros infecciosos gastrorresistentes
de origen alimentario (Centers for Disease Control and Prevention, 2006). Segtin la Norma Técnica
Sanitaria Peruana 144-2018, la Direccién General de Salud ambiental realizara supervisiones de

los alimentos que contenga salmonella spp.

Entre los afios 2010 al 2012 el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica, reportd 35 brotes de
enfermedades transmitidas por la ingesta de alimentos (ETAs) por afio, siendo un 47% de estos
positivos para salmonelosis aguda (Ministerio de Salud del Perd, 2012). Se ha reportado que un
38% de viviendas en nuestro pais no cuenta con servicio de agua, esto conlleva a presentar un alto

nivel de enfermedades de transmision alimentaria y un gran problema de salud publica.

El propdsito de la presente investigacion es realizar el aislamiento e identificacion

(mediante Microscopia Electronica de Transmision) de fagos especificos contra Salmonella sp.,



encontrados en una poblacion de cuyes con sintomas de salmonelosis, al tener la identificacién y
estudio de estos fagos podria tomarse como punto de inicio para futuras investigaciones de un

tratamiento por fagoterapia.

1.1.  Descripcion y formulacién del problema

La salmonelosis es la enfermedad con mayor porcentaje de muertes en cuyes en nuestra
poblacién, originando un cuadro patolégico de mortalidad severa, esto origina un déficit en la
crianza, produccion de ventas y de consumo humano (Balbin, 1990).

Es una enfermedad aguda de distribucién mundial con variaciones en la frecuencia de
serotipos de un pais a otro, con importancia en dreas que no han alcanzado las condiciones de
saneamiento e higiene adecuados y no cuentan con medidas de salud publica 6ptimas. Los mas
afectados son los nifios menores de 5 afios y ancianos mayores de 60 afios de edad, son los grupos
mads vulnerables en la poblacién, de no darse un tratamiento antimicrobiano en este grupo de riesgo
esta enfermedad podria ser mortal (Uribe y Sudrez, 2006).

La excesiva medicacion sin orientacion clinica produce un impacto ecolégico sobre la flora
respiratoria e intestinal animal; por lo tanto, el uso irracional del antibiético elimina la mayoria de
la poblacién de bacterias sensibles, dando como consecuencia el crecimiento de la poblacion
bacteriana resistente y su posible diseminacion posterior (Domenech et al., 2013).

Este problema conlleva también a la evolucién de organismos con un tiempo de vida
generacional muy corto, estas alteraciones genéticas permiten codificar proteinas que ciertamente
ayudan a la bacteria a resistir el efecto de un antibidtico sobre ella. Este panorama motiva la
bisqueda de alternativas terapéuticas a la del uso de antibidticos, como por ejemplo el uso de

bacteriofagos.



Estudios han demostrado que la salmonelosis es letal para estos animales, Ordaya (2008),
realizé un estudio en una granja de crianza comercial de cuyes en el Valle de Mantaro, encontrd
que las moscas son un riesgo en la transmision de Salmonella entérica en una proporcion de 75%,
seguidas por las ratas y gorriones (12.5%), y fomites (12.5%).

Los primeros estudios que se hicieron con bacteriéfagos estuvieron proyectados en
descubrir la naturaleza de las calvas y como provocaba la lisis celular de microorganismos
patogenos (Ferndandez, 2004).

La fagoterapia o “terapia de fagos” es una terapia que utiliza bacteriéfagos para tratar
infecciones bacterianas patogénicas, las cuales posee diversas aplicaciones en la medicina, ciencia,
veterinaria, agricultura, entre otras (Collier, 2008).

La idea de la aplicaciéon terapéutica con bacteriéfagos se abandoné después de la
introduccién de los antibidticos. A pesar de esto, se realizaron pruebas in vitro con bacteriéfagos,
las cuales permiti6 a los investigadores diferenciar entre varias especies de bacterias, desarrollando
métodos de diferenciacién, los cuales son muy dtiles actualmente en las investigaciones

epidemioldgicas (Villalba et al., 2012).

e Formulacion del Problema:

- Problema General:
. Se puede aislar fagos especificos contra Salmonella sp. de Cavia porcellus “Cuy” con
sintomas de Salmonelosis para lograr un tratamiento por fagoterapia?

- Problemas Especificos:
(Cémo se obtiene los fagos especificos en ciclo litico en cuyes con signos de Salmonelosis?

(Coémo determinar la especificidad de los fagos frente a cepas de Salmonella sp.?



(Como determinar la concentracion de fagos en una muestra?

1.2. Antecedentes

Estudios reportados sobre fagoterapia y salmonelosis en Cavia porcellus, a nivel
internacional tenemos a la investigacion de Herndndez (2019), tuvo como objetivo aislar y probar
la especificidad de bacteriofagos de Salmonella spp. a partir de aguas residuales, para la
purificacion de los bacteriéfagos realizé la técnica doble capa (ADC) para obtener placas liticas,
se usaron diferentes cepas de referencia de Salmonella como controles. Logré aislar 15
bacteridfagos distintos, luego se purifico y bajo pruebas especificas in vitro logro identificar que
pertenecian a Salmonella (ATCC 19430), fue analizado por microscopia electronica,
identificandolo de la familia Siphoviridae.

Reina (2018) en Espaia, en su articulo estudié sobre los bacteriéfagos que infectan y
parasitan a las bacterias. Pueden presentar un ciclo litico que determine la lisis de la bacteria
infectada. Cada fago es especifico de un determinado género o especie bacteriana. El incremento
actual en la incidencia de resistencia antibidtica en las bacterias humanas ha favorecido el estudio
de los fagos como alternativa terapéutica (fagoterapia). Los estudios previos habian demostrado la
eficacia de estos elementos en las infecciones cutdneas e intestinales. Estdn en marcha diferentes
ensayos clinicos para establecer la seguridad, reactogenicidad y eficacia terapéutica de multiples
fagos. Al ser elementos activos, los fagos deben someterse a rigurosos controles de calidad para
asegurar la ausencia de efectos indeseables. La lisis bacteriana que provocan es de una magnitud
inferior a la provocada por los antibiéticos. Como problemas a resolver en el futuro estdn la
posibilidad de utilizar mezclas de varios fagos, establecer la ruta idénea de administracion y

modificarlos genéticamente para que desactiven los genes de resistencia bacterianos.



Un estudio en Espafia, Chuquizuta y Morales (2017), quiso identificar agentes bacterianos
presentes en gazapos muertos de cuyes en una granja de Manchay. Se recolecté 191 caddveres de
gazapos, los cuales fueron procesados en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la
Universidad Cientifica del Sur; se tom6 muestras de higado, intestino, bazo y pulmoén para lograr
la identificacion, obteniendo como resultado E. coli (40.84%) y Salmonella spp. (39.27%) entre
otros; a nivel de 6rganos se aislé bacterias en un 32.36% en higado, 28.46% en intestino, 20.65%
en bazo y 18.54% en pulmoén; mostrando asociacion significativa (p<0.05) entre el diagndstico
bacterioldgico de Salmonella spp. y E. coli frente a los 6rganos evaluados.

Garcés (2015) en su investigacion tuvo como objetivo identificar Enterobacterias en cuyes
mediante el uso de la técnica de siembra por agotamiento y su tipificacion a partir de pruebas
bioquimicas especificas, logrando obtener una incidencia de 36% de Enterobacterias, de acuerdo
a sus pruebas bioquimicas, lograron identificar: Yersinia sp. 10%, Echerichia coli 12%, Shigella
flexneri 8% y Salmonella typhimurium 6%.

La investigacion propuesta por Garcia et al. (2015) tuvo como objetivo evaluar el efecto in
vitro de bacteriéfagos frente a Salmonella enteritidis en heces frescas de gallinas ponedoras; se
realizaron dos pruebas con tres concentraciones de bacteriéfagos frente a cepas de S. enteritidis,
las concentraciones ensayadas fueron: (5 x 107 pfu/mL), y dos diluciones de la misma (1/10 y
1/30), los ensayos fueron realizados en distintos tiempos desde la incubacién; 1minuto, 24h y 7
dias. Se logr6 aislar Salmonella en todas las pruebas de 1 minuto, a las 24 horas de igual manera
menos en la dilucién 1/10 y a partir de 7 dias no se logr6 aislar la bacteria de ninguno de los grupos
experimentales, concluyendo que el empleo de bacteriéfagos contribuy6 a reducir los aislamientos

de Salmonella enteritidis en las muestras.



Estudios nacionales, como Moya (2019) estudio la prevalencia de Salmonelosis en cuyes
procedentes de granjas del centro del poblado de Huacaquito Alto - La Libertad, mediante la
técnica de necropsia obtuvo las muestras de higado y ciego, mediante una serie de pruebas
bioquimicas se obtuvo un 27,5% de prevalencia a Salmonella spp., siendo el higado la principal
fuente de infeccion, concluyendo que el manejo inapropiado, las deficiencias sanitarias e
introduccién de nuevos ejemplares son factores predisponentes.

Asimismo, Tamariz et al. (2018) su objetivo de este estudio fue estandarizar y validar una
prueba de amplificacion de fagos para la identificacién de salmonelosis para ser aplicada a
infecciones de Cavia porcellus. Métodos Se aislaron bacteriéfagos nativos de cavias infectados y
residuos ambientales de instalaciones comerciales de cria de cucarachas. Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028 se utilizé para detectar, aislar y propagar los bacteri6fagos, y
para estandarizar un ensayo de amplificacion de fagos para detectar S. Typhimurium de hisopos
rectales de cavias. El ensayo de amplificacién de fagos se prob6é con 2 antivirales agentes,
MgSO04-7TH20 (MAS) y extracto de cascara de granada (PRE) mas sulfato ferroso (PRE —FeSO4).
Resultados El formato de ensayo final elegido utiliz6 PRE — FeSO4 y permiti6 la deteccion de S.
Typhimurium en 90 min de cultivo, 5 h de muestras clinicas, con un limite de deteccién a 103 pfu;
la sensibilidad fue 98,2%, especificidad 98%, valor predictivo negativo (VPN) 96,1% y valor
predictivo positivo (VPP) 99,1%.

Marcelo et al. (2017) se basé en identificar mediante la técnica de PCR muiltiple la posible
existencia de los serovares Salmonella typhimurium y Enteritidis en 25 cepas de Salmonella spp
previamente aisladas de cuyes e identificadas por sus caracteristicas metabdlicas; lograndose
identificar todas las cepas como Salmonella typhimurium, evidencidndose la amplificacion de los

cebadores especificos para los genes invA y fliC pertenecientes al género Salmonella 'y Salmonella



typhimurium, respectivamente. Con este estudio se logro establecer mediante una identificacion
molecular que los 25 cuyes estaban infectados por Salmonella typhimurium y Enteritidis.

En un trabajo realizado por Justo et al. (2015) se plantearon determinar la presencia de
Salmonella en cuyes muertos con sintomas de salmonelosis, lograron su confirmacion con pruebas
de PCR, obteniendo como resultado 11 cepas pertenecientes al género Salmonella entérica y otras
11 no pertenecientes a éste género, logrando una prevalencia del 78.57% de Salmonella en las
muestras analizadas, determinando que seria necesario realizar experimentos de inecuacion en
cuyes sanos para corroborar su hipotesis.

Ortega et al. (2015) hizo un trabajo en una granja de cuyes en Hudnuco — Pert en donde
evalud la asociacion entre casos positivos a aislamiento de Salmonella sp. a partir de hisopados
vaginales dentro de las 24 horas del parto y la mortinatalidad. Se trabajé con 258 cuyes siguiendo
un diseino de Caso-Control, se pare6 el tamafio de camada y se usé como covariables al nimero de
parto y galpon de procedencia reproductora. Se determiné que un 8.5% de las reproductoras en el
grupo de ‘Caso’ resultaron positivas a Salmonella sp, y mediante el andlisis de regresion logistica
se estim6 una Odds Ratio de 4.32 (95% de intervalo de confianza, p<0.05) de los casos positivos
respecto a los controles. Sus resultados demostraron que Salmonella sp. es una de las causas de

mortinatalidad en cuyes.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivos Generales

Lograr aislar fagos especificos contra Salmonella sp. aislados de Cavia porcellus “Cuy”

con sintomas de Salmonelosis.

1.3.2. Objetivos Especificos

- Identificar fagos especificos en ciclo litico en cuyes con sintomas de Salmonelosis.
- Determinar de la especificidad de los fagos frente a cepas de Salmonella sp.

Determinar la concentracion de fagos en una muestra.

1.4.  Justificacion
1.4.1. Justificacion teorica

Segtin la Norma Ministerial N.® 591-2008/MINSA, el criterio microbioldgico indica que
las Carnes y Productos Carnicos deben estar exentos de microorganismos capaces de proliferar en
el producto no refrigerado ni almacenado. Debe estar libre de Aerobios mesofilos y Salmonella
sp.
1.4.2. Justificacion prdctica

Los resultados encontrados en la investigacion servirdn para impulsar a los criaderos en el
uso de la fagoterapia como tratamiento para contrarrestar la salmonelosis. Asi mismo, esta
investigacion se adiciona a evidencias cientificas pre existentes sobre esta enfermedad y asi junto

con el SENASA fomentar campaifias a los criaderos de cuyes sobre estrategias de cuidado.



1.4.3. Justificacion social

En Lima la crianza y comercializacion de cuyes es muy alta, sin embargo, presenta sitios
de crianza de procedencia informal que afecta de forma negativa a la productividad y a los bajos
niveles de competencia comercial, aquello es provocado por la falta de conocimiento en la crianza
tecnificada de los criadores, asi mismo la falta de recursos econémicos. Teniendo en cuenta estos
puntos, la crianza de cuyes estaria siendo amenazada en contraer ciertas enfermedades,

principalmente la salmonelosis (Chirinos et al., 2008).

Es importante resaltar que en paises de Europa del Este y en la Unidn soviética fue muy

usada de forma habitual y se considerd su uso como agentes terapéuticos (Sulakvelidze, 2005).

1.5  Hipétesis
El aislamiento y caracterizaciéon de fagos especificos contra Salmonella sp. podrian

convertirse en una segunda opcidn en el tratamiento de salmonelosis en cuyes.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1. Salmonella sp.

La salmonelosis, indicaron que el género Salmonella estd incluida en la familia
Enterobacteriaceae, estd conformado por bacilos gramnegativos, fermentadoras de glucosa,
catalasa positiva, oxidasa negativa, generalmente moviles por flagelos peritricos (excepto S.
gallinarum), anaerobios facultativos, no esporulado y no encapsulado. Para la identificacion de
especie y subespecie se realizan pruebas bioquimicas tales como: las no fermentadoras de lactosa
(para algunas especies), fermentacion de glucosa, produccién de gas, la no fermentacién de
sacarosa, no degradacion de urea, entre otros. Se desarrollan en una temperatura entre 8 - 45 °Cy

entre un pH de 4 a 8 segiin Chauca, Calapuja y Rojas (1994).

Asimismo, Caballero (2016) indic6 que las especies del género Salmonella se encuentran
distribuidos en la naturaleza, suele encontrase en el tracto gastrointestinal de mamiferos
domésticos y salvajes, son comensales y como patdgenos, produciendo asi enfermedades en el

hombre y los animales; zoonosis.

2.1.1.1. Clasificaciéon taxonémica. Segin el sistema de clasificacién del Centro de Control
y Prevencién de Enfermedades (CDC- Centers for Disease Control and Prevention) el género
Salmonella tiene dos especies: S. enterica'y S. bongori, por su parte S. enterica se divide en seis
subespecies, siendo la mds conocida S. enterica, la que a su vez cuenta con varios serovares, entre
ellos: Enteritidis, Typhimurium, Typhi y Choleraesuis, de esta manera tiene la siguiente

clasificacion taxondémica (Brenner et al., 2000).
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Figura 1

Taxonomia de Salmonella segiin Brenner

Taxonomia de Salmonella
Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

2.1.1.2. Caracteristicas bioquimicas. Figueroa y Verdugo (2005) explica que las
salmonelas son bacterias anaerobias facultativas, crecen rapidamente en medios enriquecidos; son
no fermentadores de lactosa y sacarosa, son fermentadores de glucosa y productoras de sulfuro de
hidrogeno (H>S). Entre otras caracteristicas bioquimicas se encuentran que: reducen los nitratos,
son citrato positivo, ureasa y fenilalanina desaminasa negativas.

Las salmonelas son resistentes a ciertas sustancias quimicas (por ejemplo, verde brillante,
tetrationato de sodio, desoxicolato sdédico) que inhiben otras bacterias entéricas; por tanto, es util
incluir estos compuestos en los medios de cultivo para aislar Salmonella (Vadillo et al., 2002).

Entre las pruebas bioquimicas que se pueden realizarse destacan:



Tabla 1

Pruebas Bioquimicas de Salmonella sp.
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Resultados Reaccion en
Prueba o sustrato especies de
Positivo Negativo
Salmonella
Glucosa (TSI) Fondo amarillo Fondo rojo +
Lisina decarboxilasa
Fondo violeta Fondo amarillo +
(LIA)
H>S (TSI, LIA, SIM) Ennegrecimiento No Ennegrecimiento +
Agar urea Color rosado Sin cambios de color -
Prueba de Indol (SIM) Color rosado en superficie  Color amarillo en superficie -
Prueba de Voges-
Color rojo a rosado Sin cambios de color -
Proskauer
Prueba de rojo metilo Color rojo difuso Color amarillo difuso +
Sin crecimiento, sin cambio
Citrato de Simmons Crecimiento, color azul %

Agar fenilalanina

O.N.P.G.

Sin cambios de color

Sin cambios de color

de color
Color verde

Color amarillo

Nota. Es positivo cuando el 90% o mads positivos en 1 o 2 dias; es negativo cuando el 90% o mds

negativos en 1 o 2 dias. Adaptada de Reacciones quimicas de Salmonella sp., por Almada, 2017,

libro.

2.1.1.3. Salmonelosis en cuyes. La enfermedad mds importante que afecta a los cuyes es

la salmonelosis, provoca en estos, falta de apetito, anemia, erizamiento del pelaje, diarrea y

pardlisis de los miembros posteriores, un cuadro patoldgico de mortalidad severa y abortos en

hembras gestantes segtin Caffer y Terragno(2001).
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Seguin Chauca (2013) para la crianza de cuyes manifiesta que la enfermedad de mayor
incidencia en la explotacion de cuyes, se encuentra en estado latente y basta una situacion de estrés
para activarla. Esto es debido la ingestion de alimentos o agua contaminada por insectos o
excreciones de roedores silvestres, animales recién llegados a la granja, e incluso puede
considerarse al hombre como responsable de la contaminacion (Figura 2).

La salmonelosis tiene una gran importancia dentro de la explotacion de cuyes segin los
estudios realizados, por lo que para poder controlar o evitar la diseminacion de la patologia es muy
importante tener en cuenta el serotipo que afecta en las diferentes regiones del pais, con lo que se
podré realizar tratamiento eficaces y oportunos (Moya, 2019).

Chauca (2013) explica que los cuyes en su etapa aguda mueren sin mostrar mayor sintoma,
en un lapso no mayor a 48 horas. Por otro lado, en la etapa crénica se producen ciertos cambios
fisioldgicos en el animal, tales como adelgazamiento pronunciado, abdomen inflamado debido a

la asciditis, pardlisis, diarrea, entre otros.
Figura 2

Cuy muerto con sintomas de salmonelosis

Nota. Tomado de (Granja Camero, 2013)
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2.1.1.4. Transmision. La salmonelosis puede ser propagada de forma directa, aquello se
evidencia en la ingesta de alimentos contaminados con heces y/o orina de animales infectados con
salmonelosis. Mediante un estudio de Flores (1981), se ha comprobado que en aves se produce
una transmision vertical causando infecciones transovdricas, esto quiere decir que el animal
transmite a su descendencia la enfermedad que padece, por tanto, se puede afirmar que este tipo
de contacto puede afectar a otras especies. También se ha considerado la infeccion de forma
indirecta a través de heridas abiertas, las cuales son puertas de acceso para contraer la enfermedad

segin Radostits (2002).

Ante lo mencionado, se encuentra un problema recurrente en los criaderos de cuyes,
basados en el mal uso de implementos de trabajo ya que no son suficientes para el control de una

posible infeccion de salmonelosis.

2.1.1.5. Manifestaciones clinicas. La salmonelosis en cuyes se manifiesta de dos formas,
la forma aguda y la forma crénica. La forma aguda se presenta como un cuadro septicémico agudo
sucediéndose las muertes en un lapso de 24 a 48 horas, en muchos de los casos los animales mueren
sin mostrar sintoma alguno, sin embargo, en algunas ocasiones se observa signos como
decaimiento, postracion, anorexia, adelgazamiento, pelos dsperos y erizados, opistétonos, y
paralisis de los miembros posteriores (Figura 3), en ciertas ocasiones también se observa diarrea

acompafiada de mucus, y en cuyes gestantes se produce el aborto (Evans et a., 2005).
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Figura 3

Pelo erizado y pardlisis de los miembros posteriores

Nota. Tomada de (Granja Camero, 2013).

En un brote ocurrido en Huancayo, Ameghino (1968) describié signos resaltantes como,
marcada postracion, erizamiento de pelos y diarrea profusa y maloliente. “En los casos crénicos
es notorio un adelgazamiento paulatino, pelaje deslicido y aumento del volumen abdominal
debido a la ascitis” (Figura 4) (Davalos, 1997, p.3).

Estudios realizados en animales de laboratorio incluyendo al cuy, indican que el curso clinico
puede variar dependiendo del serotipo infectante, algunos serotipos pueden causar una epizootia
explosiva y frecuentemente los sobrevivientes se convierten en portadores asintomaticos, la
infeccion clinica con alta mortalidad es comtn en animales jévenes mientras que los adultos se
convierten frecuentemente en portadores. Otros sintomas observados son: disminucién del nimero

de crias por parto, bajo peso al nacer, conjuntivitis y cianosis (Garmendia et al., 2000).
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Figura 4

Aumento del volumen abdominal debido a la ascitis

Nota. Tomada de (Granja Camero, 2013).
2.1.2. Bacteriofagos

Los bacteriéfagos o fagos son virus que atacan bacterias y se encuentran en todo ambiente
natural. Twort identific6 el primer ataque de fagos en Inglaterra en 1915 y los llamo6 agentes “no
retenidos por los filtros”, y en 1917 d"Hérelle los denomin6 bacteriofagos, que significa en griego

antiguo “comedor de bacterias” (Hernandez, 2007).

Los fagos son incapaces de desarrollarse por si mismos, convirtiéndolos en pardsitos que
desarrollan una vida dentro de células bacterianas y que son liberados luego de producir lisis
celular. Los fagos son especificos de un huésped y normalmente atacan a cepas muy relacionadas
entre si.

La complejidad estructural que poseen los fagos se debe a la forma en la que se arreglan
las proteinas alrededor del material genético del virus, por lo tanto, se pueden encontrar fagos

icosaédricos, helicoidales o filamentosos.
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Cabe resaltar que una de las propiedades méds asombrosas que poseen los fagos es que han
sido llamados, “la forma de vida mas abundante y ubicua en la tierra” ya que se calcula que hay

alrededor de 1 x 1030 UFP/mL, o mas sélo en el agua de mar (Segundo, 2010).

Se han descrito aproximadamente cerca de “5500 bacteriéfagos de tipo Caudovirales (fagos
con cola) capaces de infectar a una gran diversidad de huéspedes bacterianos” (Ackermann, 2007).
Los bacteriéfagos son considerados como el sistema bioldgico mds simple y abundante de la

naturaleza.

En la época-antibidtica, se tomd notable atencién a su posible uso como agentes
terapéuticos, la cual llegé a ser muy usada de forma habitual en la Unién Soviética y Europa del
Este (Sulakvelidze, 2005). Fueron usados como modelo para investigar muchos aspectos de la
Virologia; en general como la estructura de los viriones, la morfogénesis, la genética y la
replicacion. Ademds, los fagos también han sido tomados como modelo para el estudio de la
genética bacteriana y los mecanismos de control de la expresion génica, debido a que los huéspedes

bacterianos son facilmente cultivables y manejables en el laboratorio.

Durante los dltimos afos se retomaron estudios sobre la fagoterapia cldsica, debido a la
aparicién de patégenos multirresistentes a los antibidticos. Ciertamente se han descubierto fagos
capaces de infectar a todos los procariotas descritos hasta el momento y se han adaptado a todos
los nichos ecoldgicos. Los fagos han obtenido un papel importante en el plan ecoldgico, ya que
regulan mediante transferencia genética, la evolucion de sus hospedadores y afectando, incluso,

los niveles de materia orgédnica en la biosfera (Hernandez, 2007).
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2.1.2.1. Clasificacion de los bacteriéfagos. Segin Neve (1996) los bacteriéfagos pueden
clasificarse teniendo en cuenta distintos criterios: El Espectro de huéspedes es el conocimiento de
un tipo de cepa sensible a un determinado fago, luego tenemos Perfil proteico, en la cual se hace

énfasis en las pruebas moleculares, la morfologia, realizada a través de la microscopia electronica.

Figura §

Morfologia bdsica de los fagos

Capside [cabeza]L

:

Yaina

Fibras finas
de lacola

Fibras gruesas
de anclaje

Nota. Tomada de (Norkin, 2010).

Segtin Bradley (1967) la taxonomia de los bacteriéfagos de divide en 6 grupos: Grupo A:
conformado por fagos de cabeza hexagonal, Grupo B fagos de cabeza hexagonal; cola larga, sin
vaina contrictil, Grupo C: cabeza hexagonal y cola corta, Grupo D: cabeza hexagonal con
protuberancias en sus vértices, no posee cola., Grupo E: cabeza hexagonal sencilla, sin
protuberancias grandes, Grupo F: posee la forma de un filamento largo y flexible, no posee

estructuras adicionales.



Figura 6

Taxonomia de los bacteriofagos
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Nota. Tomada de (Bradley, 1967).
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Ackermann (1984) clasifico los tres grupos bdsicos de Bradley (A, B y C) en las familias

Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, respectivamente (Figura 7).

Figura 7

Familias y morfotipos bdsicos de fagos
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Nota. Tomada de (Ackermann, 1984).
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2.1.2.2. Mecanismos de infeccion. Los fagos pueden clasificarse en virulentos (liticos) o

temperados (lisogénicos), dependiendo el tipo de desarrollo que ocurra dentro de la célula en la

que se hospedan. (Figura 8).

Figura 8

Ciclo litico y lisogénico de un fago
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Nota. Tomada de (Neve, 1996).

El Ciclo litico, cumple una serie de secuencias empezando con:

A. Adsorcion o fijacion del fago a la pared celular de la bacteria. ¢l ciclo se inicia

cuando el fago se fija a través de la adsorcién a la superficie (pared celular). Neve (1996) explica

que la unién que se da entre el fago y su receptor es del tipo llave-cerradura”, de esta manera

explica un anclaje perfecto entre estos.

B. Inyeccion o penetracion del ADN viral. Luego de la adsorcion, el dcido nucleico

(ADN fégico) es inyectado desde el fago hacia el interior de la célula bacteriana, mientras la
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particula fagica vacia queda en la superficie externa de la bacteria (Neve, 1996). Suele darse el
caso que estas dos primeras etapas se den de manera simultdnea, esto contrae ciertas dificultades
al establecer la participacion de estructuras moleculares en esta o en otra etapa.

C. Eclipse o Biosintesis de componentes virales. El ADN fagico inyectado en la célula
bacteriana es sintetizada (replicacion del ADN).

D. Ensamblaje. Figueroa y Verdugo (2005) nos dicen que, durante esta etapa, las
proteinas estructurales (capsOmeros) se unen y las nuevas moléculas de ADN fégico son
empaquetadas en el interior de las cabezas, y “finalmente se obtienen las particulas virales
completas” (Neve, 1996, p. 178). El proceso de ensamblaje es de tipo secuencial, y se sintetizan
en forma aislada las colas y las proteinas de las cdpsides.

E. Lisis o ruptura de la célula huésped. Para finalizar el ciclo litico se produce la
ruptura de la pared o lisis celular, a través de enzimas llamadas lisinas. La liberacion de la progenie
viral se denomina “periodo exponencial”’; mientras que el nimero viriones liberados de una célula
infectada se denomina nimero de explosion. Estos nuevos virus poseen toda la capacidad de poder
infectar a una nueva célula y realizar un nuevo ciclo litico (Neve, 1996).

Hernandez (2007) estima que, en las condiciones adecuadas, un solo bacteriéfago es capaz
de producir hasta més de cien viriones en menos de una hora, dando a entender que es posible que

se produzcan aproximadamente 10?* infecciones a bacterias por segundo.



Figura 9

Ciclo litico de un fago
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Nota. Tomada de (Hernandez, 2007).
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El ciclo lisogénico por otro lado es considerado como una via alternativa de replicacion

fagica, los mecanismos involucrados en la adsorcion del fago a la célula sensible y la inyeccion

del ADN, son similares a los que se producen durante el ciclo litico, pero por el contrario en este

caso el ADN viral se inserta en el cromosoma bacteriano (Neve, 1996).
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Figura 10

Ciclo Lisogénico de un fago
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Nota. Tomada de (Neve, 1996).

2.1.3. Salud publica

La salmonelosis es una infeccion que es transmitida por los alimentos, los cuales causan la
mayor parte de los brotes que afectan a centenares de personas, esto puede ser causado por
cualquiera de los 2500 serotipos que existe hasta hoy, los que se aislan con mayor frecuencia son
Salmonella enteritidis y S. typhimurium. segin Gutiérrez et al. (2000).

Organizaciéon Mundial de la Salud y Organizacion Panamericana de la Salud (2018)
originaron una alerta epidemiolégica de Salmonella serovar Typhi haplotipo H58 en Africa y en
el Sureste asiatico, en la cual se detectd una resistencia extendida a los antibidticos:
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion; esto produjo un incremento de casos con
fiebre tifoidea, que afecta el sistema digestivo a nivel intestinal. Con los datos mencionados la
OMS recomendé fortalecer la vigilancia y la capacidad de diagndstico de laboratorio con el
objetivo de favorecer la deteccidn temprana de casos con fiebre tifoidea con resistencia extendida,

suministrar un tratamiento adecuado e identificar la fuente de infeccion.
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En 1995, la OMS encontré que 76.1 % de casos reportados correspondieron a la S.
enteritidis, S. typhimurium y S. typhi, siendo S. enteritidis la mas frecuente con 35 paises
infectados, seguido por S. typhi en 12 paises y S.typhimurium en 8 paises (Uribe y Suarez, 2006).

El reservorio de las salmonelosis zoonéticas son los animales. Pricticamente, cualquier
alimento de origen animal puede ser la fuente de infeccion para el hombre, entre los mds comunes
tenemos a las carnes contaminadas de aves, cerdos y bovinos, el huevo, leche y derivados. Segin
estudios de Acha y Szyfres (2001) los alimentos de origen vegetal se consideran vectores de
salmonelosis en humanos. Los roedores domésticos tales como: hdmster, ratones y ratas, son
considerados como portadores de Salmonella sp. sin que estos muestren sintoma alguno (Meerburg

y Kijlstra, 2007).

2.1.4. Fagoterapia

La fagoterapia es también llamado el tratamiento a base de fagos, que permite a través de
una dosificacién de bacteriéfagos el control de bacterias patdgenas encontradas en un ser vivo,
segtin lo menciona Sulakvelidze et al. (2001). Este tratamiento obtuvo ciertos resultados favorables
en la investigacion de D Herelle en donde realiz6 ensayos de fagoterapia en Hospital Enfants-
Malades de Parfs para el tratamiento de la disenteria de un nifio de 12 afios, encontrando resultados
favorables en su recuperacion, (Sulakvelidze et al., 2001).

Entre las ventajas que posee la fagoterapia tenemos que los fagos poseen una proliferacion
de manera exponencial, tienen capacidad mutagénica, al poseer alta especificidad los convierte en
cepas especificas. Carlton (1999) Sin embargo, las desventajas pueden ser: la seleccion estricta
de fagos de ciclo litico para propdsitos terapéuticos. Puede darse el caso que las bacterias adquieran

resistencia a los bacteri6fagos, esto se produce porque su espectro de accién es limitado, este
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aspecto se puede minimizar con la administracion de tres o mds fagos (coctel fagico), esto produce
que sea poco probable que la bacteria produzca resistencia a diferentes fagos simultineamente,
(Loc-Carrillo y Abedon, 2011).

No se observaron efectos secundarios o nocivos en humanos, por otro lado, algunos
antibidticos permiten con mayor facilidad la adquisicion de resistencia bacteriana, (Kutter y
Sulakvelidze, 2004).

Barbosa et al. (2013) explica la capacidad mutagénica que poseen los fagos, segtin estudios
esto se produce porque los fagos pueden perder infectividad. Es indispensable el conocimiento
cientifico del comportamiento de los fagos, asi mismo realizar una serie de ensayos in vitro € in
vivo para asi verificar su eficiencia. Es importante considerar que la fagoterapia ha sido usada en
varios paises por décadas, demostrando asi sus efectos benéficos.

2.1.4.1. Desafios de la fagoterapia. Romero (2015) explica que la fagoterapia ha sido
estudiada y probada por muchos afios; sin embargo, hubo aspectos que frenaron su aplicacién en
Occidente. A pesar de los ensayos y reportes realizados sobre la efectividad de los fagos en varios
paises, en Occidente atin se requiere de mayores pruebas experimentales que aseguren su eficiencia
y seguridad para ser aplicados en humanos.

Estudios realizados por Campillo (2015) explica que uno de los retos que afronta la
fagoterapia es el alto nivel de desconfianza que existe en la sociedad, para contraatacar esta
dificultad serd necesario realizar campaiias informativas, sustentando mediante estudios cientificos
las ventajas y limitaciones que posee la fagoterapia. Reina y Reina (2018) hablo sobre la
eliminacién del riesgo de conversion lisogénica serd determinante para el éxito a largo plazo de la
fagoterapia. Para evitarla se deben seleccionar inicamente fagos liticos, con el fin de controlar la

posible transferencia de genes que aumenten la virulencia de las cepas bacterianas, y conocer el
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genoma de los fagos candidatos a ser usados en fagoterapia para garantizar la ausencia de genes
asociados con virulencia y con ciclos lisogénicos; esto ultimo requiere de esfuerzos importantes
en la caracterizacion del gran numero de proteinas hipotéticas que resultan de la anotacion de los
genomas virales.

Existe también el temor por la aparicién de mutaciones en los fagos que les permitan
infectar otras bacterias benéficas. Wichels et al. (1998) hizo un estudio comparativo entre las tres
familias del orden Caudovirales, en donde demostré que un mayor rango de hospedero es aquellos
pertenecientes a la familia Myoviridae, los cuales son capaces de infectar diferentes géneros
bacterianos, por otro lado, los del rango mds estrecho pertenecen a la familia Podoviridae, que en
general infectan s6lo una cepa de su bacteria hospedera.

Esta informacién muestra que es posible que un fago infecte més de una especie bacteriana.
También se han encontrado fagos silvestres que infectan varias especies de bacterias Gram
positivas; aunque se conoce poco sobre los receptores en este grupo de bacterias, se consideran
menos diversos que los de las bacterias Gram negativas. Los fagos de Gram positivas se unen en
su mayoria a los 4cidos teicoicos (Kutter y Sulakvelidze, 2004).

La conservacion de los fagos es uno de los principales desafios metodoldgicos que se
presentan en la actualidad. Estudios como el de Fortier y Moineau (2009), demuestran que los
métodos de liofilizacién y conservacion a 4°C, -80°C, son la mejor forma para almacenarlos y
conservarlos. Cabe mencionar que auin se requiere investigacion para su optima conservacion.

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, en la United States Pharmacopeia (USP)
en la FDA no especifica los requerimientos que debe cumplir un producto farmacéutico a base de

bacteriéfagos, quienes producen comercialmente fagos, buscan que sus preparados cumplan con
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las exigencias aplicables a los productos biolégicos, como pureza y potencial de accion (Segundo
et al., 2010).

Es de gran importancia realizar un anélisis gendmico de los fagos con el fin de descartar la
presencia de genes asociados a patogenicidad y a ciclos lisogénicos. Segundo et al. (2010) explica
que es importante disefiar cocteles que eviten por el mayor tiempo posible la aparicion de bacterias
resistentes, y asi garantizar el uso de la fagoterapia.

2.1.4.2. Conservacion de fagos. Segin Pires et al. (2016) el uso de bacteri6fagos para
biocontrol de patdgenos ha tenido un fuerte desarrollo en Occidente en la ultima década, y este
desarrollo plantea la necesidad de contar con técnicas de conservacion que permitan el
almacenamiento a largo plazo de las formulaciones de fago. El mayor crecimiento en el drea de la
fagoterapia se ha registrado en el campo de la industria alimentaria, por lo que las técnicas de
conservacion utilizadas en estos casos deben ser tales que permitan que estas formulaciones
puedan ser aplicadas en productos para el consumo.

A. Estabilidad de los lisados de fagos a temperatura ambiente. Cuando se trabaja con
bacteriéfagos, es muy comin mantener los lisados de fago filtrados a temperatura ambiente, ya
que, si éstos son manipulados cuidadosamente para evitar la contaminacién, los titulos no
disminuyen notablemente a corto plazo. Si bien es 16gico y esperable que a mayor temperatura los
procesos de degradacién afecten mas a las particulas de fago, el impacto de la temperatura en la
velocidad de inactivacion de las particulas es un factor que debe conocerse para determinar qué
tan estricto debe ser su control durante el almacenamiento a largo plazo (Figueroa y Verdugo,
2005).

B. Liofilizacion. Segin Reina y Reina (2018) es un proceso que consiste

principalmente en 2 pasos: la congelacion de la muestra y la posterior deshidratacion de la muestra
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congelada aplicando vacio. Este ultimo paso puede subdividirse a su vez en 2 etapas: el secado
primario, que consta de la sublimacién del agua congelada, y el secado secundario que es la
eliminaciéon del agua adsorbida no congelada. Dado que es escasa la bibliografia que trata
especificamente la liofilizacion de fagos, en este trabajo se ha considerado al fago como una
proteina de gran tamafio (por la naturaleza proteica de su estructura) para el andlisis de los
fendmenos ocurridos durante este proceso.

C. La desnaturalizacion. de las proteinas durante la liofilizaciéon puede producirse
segun Pires et al. (2016) en las distintas etapas del proceso por motivos como: estrés por las bajas
temperaturas, por el proceso de congelacion (formacion de cristales dendriticos, saltos de pH y de
fuerza i6nica o separacion de fases) o por el secado (remocién de la esfera de hidratacién) (Wang,
2000).

Sulakvelidze et al. (2001) explica que estos efectos pueden minimizarse (o anularse)
utilizando estabilizantes que actien protegiendo a la proteina durante el proceso de congelacion
(crioprotector) o congelacion y secado (lioprotector).

2.1.5. Microscopio Electronico (ME)

Segiin estudios de Reyes (2020) los microscopios electrénicos han revolucionado la
medicina y las ciencias bdsicas, alcanza grandes amplificaciones, logrando una resolucién de hasta
mil veces mayor que el microscopio 6ptico.

Se puede obtener electrones acelerados con A asociada bastante menor de 1 A, por tanto,
se puede obtener, tedricamente, resolucion atémica. Con las lentes adecuadas se puede transformar
los electrones difractados en la imagen real. Ademads de usarse para difraccion e imagen (Montalvo,
2010). Existen dos tipos de microscopios electrénicos: el ME de transmisién y el ME de barrido

(scanning).
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2.1.6. Microscopio Electronico de Transmision (MET)

Esta imagen pasa a su vez por una lente proyectora hasta una pantalla de material
fluorescente, que brilla al recibir el impacto de los electrones (Reyes, 2020). Por debajo de la
pantalla se sittia una cdmara para fotografiar la imagen (Figura 11).

Son muy usadas para este tipo de microscopio electrénico la tincién negativa, microtomia

y congelacion.

Figura 11

Componentes principales de un microscopio electronico
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Nota. Tomado de (Montalvo, 2010).



30

2.1.7. Microscopio Electrénico de Barrido (SEM)

Instrumento capaz de brindar diferentes planos de informacién provenientes de la muestra,
esta imagen es entregada por la interaccion de un haz de electrones que barre un area determinada
sobre la superficie de la muestra, mientras en un monitor visualiza la informacién que hayamos
seleccionado (Reyes, 2020). A diferencia de una imagen Optica, el microscopio de barrido no
forma una imagen real al objeto, sino que construye una imagen virtual a partir de alguna de las
sefiales emitidas por la muestra. La imagen se visualiza en un tubo de rayos catddicos donde las
bobinas de deflexion del haz estdn sincronizadas con el barrido del haz de electrones en el
microscopio (Ipohorski y Bozzano, 2013).

Al modular la intensidad del haz de los rayos catodos se obtiene un registro en la pantalla
en la cual proporciona una imagen electrénica proporcionada por el microscopio. Es necesario
que la muestra sea resistente y pueda conservarse en el entorno de alto vacio del microscopio y
que tenga una buena conductibilidad eléctrica.

Figura 12

Esquema de un Microscopio Electrénico de Barrido (SEM)

Nota. Tomado de (Ipohorski y Bozzano, 2013).
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III. METODO

3.1. Tipo de Investigacion

La investigacion cuantitativa se cataloga por la recoleccion y andlisis de datos que generan
respuestas a las preguntas de la investigacion, ademds de corroborar las hipétesis que se han
formulado previamente. Este estilo de investigacion necesita la medicién de las variables e
instrumentos como el uso de la estadistica descriptiva e inferencial que vincula a un tratamiento
estadistico, entre otros, (Naupas et al., 2014). En la presente investigacién se logré la recoleccién
de datos obtenidos de los cuyes durante el ensayo y los andlisis realizados para lograr el aislamiento

de los fagos.

El diseno fue experimental; es un proceso de control a un objeto o grupo de individuos que
se divide en variable independiente en la que determina condiciones, estimulos o tratamientos y

en una variable dependiente se observan las reacciones o efectos que se generan, (Arias, 2016).

En este caso se analizaron diferentes 6rganos que hayan sido afectados por Salmonelosis,
luego se analiz6 el nimero de fagos obtenidos y asi conseguir una dilucidon 6ptima logré las

caracteristicas que presentaba cada cuy y asi determinar si habian muerto por salmonelosis.

La categoria retrospectiva se fundamenta en la observacion del investigador durante el
proceso de aplicacion en la que se pueda producir algin fenémeno, asimismo el investigador debe
identificar los antecedentes de forma retrospectiva en base los resultados segtin Vasquez (2005).
Mediante una recoleccioén de datos se logré determinar la posibilidad de un posible tratamiento

contra la salmonelosis en cuyes.
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3.2. Ambito temporal y espacial

Se recolectaron 25 cuyes muertos del criadero “Tayta Cuy” ubicado en el Distrito de Lurin
— Lima — Peru, se escogieron porque presentaban sintomas de haber muestro por Salmonelosis, el
muestreo fue realizado en los meses de enero y febrero del 2016. Las muestras fueron analizadas
y procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la universidad Ricardo Palma, con respecto a
la identificacion de los fagos, fue realizado en el Instituto de Quimica, de la Universidad de Sao
Paulo.

3.3. Variables

Variable independiente: Salmonella: Bacilos Gram negativos anaerobios facultativos;

produce Salmonelosis, enfermedad de mayor importancia en la explotacién de los cuyes debido
principalmente a sistemas de manejo inadecuados, esto es ocasionado principalmente por la ingesta
de alimentos o agua contaminada, entre otros.

Variable dependiente: FAGOS: también llamados bacteri6fagos, son virus que afectan a
las bacterias, se localizan en toda la naturaleza. Estos son especificos y viven de forma parasitaria

dentro de las células bacterianas.

3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

Segin, Herndndez et al. (2014) manifesté que es la totalidad de las unidades que
comprende la poblacién de estudio. Se evalué una poblacién de 25 cuyes muertos, los cuales
presentaron fueron escogidos por presentar sintomas de salmonelosis, todos los ejemplares
presentaban caracteristicas similares: pelaje erizado, pardlisis en sus extremidades, abdomen

inflamado y diarrea.
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3.4.2. Muestra

La muestra es un sub conjunto de elementos que tiene la poblacion, Lopez (2004); en el
caso de la investigacion, se utiliz6 una muestra de 12 cuyes, todos los ejemplares presentaron fagos
en tres de sus 6rganos evaluados. Asimismo, se considerd en los criterios usados para la inclusion

y exclusion de cuyes la presencia o ausencia de fagos.

3.5. Instrumentos

Los instrumentos son los medios materiales que emplea el investigador para recoger y
almacenar la informacién (Herndndez et al.,2014). Se utilizard una ficha de recoleccién de datos,
aplicada al estudio; esta ficha es un documento interno de laboratorio que se utiliza con un

checklist.

3.6. Procedimientos
3.6.1. Obtencion de la muestra

Se recolectaron 25 cuyes muertos del criadero “Tayta Cuy” en el Distrito de Lurin — Lima
— Pert, durante los meses de enero y febrero del 2016. Estos cuyes tenian aproximadamente 3
meses de edad; presentaban sintomas de salmonelosis: decaimiento, falta de apetito, pérdida de
peso, pelo erizado y pardlisis de las patas posteriores. Los cuyes fueron llevados asépticamente en
coolers refrigerados a 4° al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Ricardo Palma.

En el laboratorio se procedi6 a disectar los cuyes de manera aséptica, separando la parte
terminal del intestino grueso, higado, bazo y pulmén. Cada érgano fue puesto en una placa petri

y lavado con solucién salina 0.9% estéril. Se hizo pruebas bioquimicas de los 6rganos disectados.
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Una vez lavados los 6rganos de cada cuy se cortd un pequefio fragmento de éstos y se
guardaron en tubos de ensayo estériles con SmL de solucion salina 0.9% estéril y conservados a
una temperatura entre 2°C y 5°C.

3.6.2. Aislamiento de fagos

Con una varilla de vidrio estéril se procedié a homogeneizar los 6rganos en los tubos de
ensayo, se centrifugéd a 8000rpm por 3 minutos, de esta manera se obtuvo un sobrenadante
(supuestos fagos), luego fueron filtrados con filtros MilliQ de 0.22um y se colocaron en
eppendorfs estériles, éstos fueron conservados a una temperatura de -16°C y -18°C.

3.6.3. Determinacion de la presencia de fagos

Para corroborar la presencia de fagos se utilizé el método de gota en agar doble capa. La
cepa de Salmonella typhimurium, que fue proporcionada por el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Ricardo Palma fue reactivada en 1.5mL de Caldo Luria, fue incubado por 24 horas a
37°C, luego se procedié a medir el OD del caldo; se preparé 1ml de caldo a OD 600 =1, para ello

se trabajo con la siguiente férmula:

CixVi=CxV;,

Ci= Primera concentracion
Co= Segunda concentracién
V= Primer Volumen

V>=Segundo Volumen
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Posteriormente en un falcon estéril se prepar6 10ml de Agar Luria (al 1% de Agar),
suplementado con 2mM de CaCl; estéril, luego se sirvié el Agar en una placa estéril y se dejo
gelificar por unos minutos. En un segundo falcon estéril se preparé 9ml de Agar Luria (al 0.7% de
Agar), de igual forma fue suplementado con 2mM de CaCl; estéril; a éste falcon se le adiciono el
ml a un ODsoo=1 de la cepa preparada anteriormente y se servird sobre la primera capa de agar ya
gelificada.

Una vez que la segunda capa de agar haya gelificado, se le anadi6 una pequefia alicuota de
20ul de los fagos filtrados anteriormente sobre el medio. Se dejara secar por unos 10 minutos a
temperatura ambiente para ser posteriormente incubados a 37°C por 24 horas. La presencia de un
espacio ausente de crecimiento bacteriano en el lugar donde se colocd la gota indicaria la presencia
de fagos liticos contra Salmonella typhimurium.

3.6.4. Determinacion de la especificidad de los fagos frente a cepas de Salmonella

Seguidamente se determiné la sensibilidad de varias cepas de Salmonella contra el fago
aislado; para esto se reactivaron las cepas de Salmonella que se encontraban conservadas en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Ricardo Palma en una placa con Agar XLD a 37
°C por 24 horas, éstas cepas fueron: Salmonella infantis, S. enteritidis, S. paratyphi y S.
typhimurium; luego con la ayuda de un asa de siembra estéril se sembré en un tubo con 2 ml de
caldo Luria estéril; cada tubo fue rotulado con la cepa correspondiente.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se repitié el ensayo para las 4 cepas de
Salmonella, al final se agregd pequeias alicuotas de 20ul de los fagos en cada placa para obtener

la presencia de calvas.
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3.6.5. Multiplicacion y conservacion de fagos

Se repitio el ensayo para asi obtener un stock de filtrado concentrado de aproximadamente
10 mL; para esto se escogio calvas aisladas, de las cuales se hizo un ligero raspado usando un
palito de dientes estéril y se incubo en un eppendorf estéril con 1.5mL de caldo Luria con bacteria
previamente incubada y ajustada a un ODeoo= 1 por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion se
filtr6 con filtros MilliQ de 0.22um y se conservo a 4 °C. También se dispuso de una reserva
almacenada a —20 °C y a —80 °C, adicionando al filtrado glicerol al 15%.
3.6.6. Titulacion de fagos

A partir de los fagos conservados se procedié a elaborar diferentes diluciones. Se agregé 1
ml del stock filtrado a un eppendorf estéril, de este mililitro se cogi6é 100ul y se agregé a un nuevo
eppendorf completdndolo con 900ul de caldo luria estéril, de esta manera se obtuvo una dilucién
107!, de éste eppendorf se cogié 100ul y se completé con 900ul de caldo luria estéril, asi se
consiguid la dilucién 1072, se continud realizando las diluciones sucesivas hasta llegar a la dilucién
10712

Se repiti6 el ensayo de “Determinacion de la presencia de fagos” adicionando 100ul de las
diluciones sobre las placas con agar doble capa, se sembré con Asa de Drigalsky y se incubd a
37°C por 24 horas. Luego de la incubacién se realizé el recuento de placas de lisis y la
determinacion del titulo correspondiente (UFP/ ml: unidades formadoras de placas/ ml), calculado

de la siguiente manera:

Titulo (UFP/ ml) = Nro. De placas de lisis x fd x 10

Donde fd= factor de dilucion
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Una vez obtenida los conteos de las diluciones los eppendorfs se mantuvieron refrigerados

a una temperatura de -16°C y -18°C.

3.6.7. Identificacion por microscopia electronica de transmision (TEM)

Una vez obtenido un stock de fagos filtrados; en el Laboratério de Regulacido da Expressao
Génica em Microorganismos- Universidad de S@o Paulo- Brasil, se hizo un fijado de los fagos en

una membrana y se visualizaron por MET (microscopio electrénico de transmision).

Para la preparacion de la muestra se cogié 200 ul de fagos y se agregd a un eppendorf
estéril, a éste se adicion6 50 ul de PEG 8000 al 50% en 1.5M NaCl.. Se vortexe6 aproximadamente
de 3 a 5 minutos, hasta lograr una suspensién homogénea, luego se incubé en un shaker digital
giratorio a 4°C por 4 horas. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugd a 10 000rpm por 30 min.
El sobrenadante obtenido se descartd, el pellet fue resuspendido en 40ul de Tris pH 8 y se conservé

a-20°C.

Para fijar la muestra se cogi6 una placa Petri con un papel filtro de base, se coloco sobre él

un trozo de papel parafilm y se le afnadi6 gotas de 50ul de PBS 1X.

A una membrana de 3.05mm de didmetro se le agrega 10 ul de la muestra preparada, se
deja secar por unos 10 minutos y con la ayuda de una pinza fina se coloca sobre una de las gotas
de PBS 1X, la membrana es enjuagada suavemente con un asa de siembra en la gota, luego de esto
se retira la membrana de la gota y se le afiade 50ul de PTA 2%, se dej6 secar por 5 min y se coloca

en una ldmina porta objetos.
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3.7. Analisis de datos

Para analizar los datos recolectados, se procesé en un laboratorio cada uno de los cuyes y
se identificé mediante la especificidad los fagos de la Salmonella sp., en la cual se comprueba que
existe una posibilidad de cura y/o tratamientos basados en la fagoterapia. Estos datos serdn

procesados en un cuadro de Excel para plasmar los resultados encontrados.
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IV. RESULTADOS

4.1. Determinacion de la presencia de fagos
Se probo con la Técnica de agar doble capa los 6rganos disectados de los 25 cuyes; la
parte terminal del intestino grueso, higado, bazo y pulmén; de los cuales se observaron presencia

de calvas en 12 cuyes.

Figura 13

Ensayo de gota en doble capa agar de 12 muestras positivas

Nota. Se aprecia las 12 calvas (fagos) que se obtuvieron del intestino grueso de los cuyes.



40

Tabla 2

Determinacion de la presencia de fagos en los organos disectados de los cuyes

CUY

ORGANOS #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18 #19 #20 #21 #22 #23 #24 #25

HIGADO

S T S S e R S T S S T -
BAZO S e e S e T i S S S S
INT.
-+ - -+ -+ o+ o+ - - -+ o+ - - -+ o+ - - -t
GRUESO
PULMON - - - - = -« — oo oo

Nota. Se aprecia la presencia de 12 cuyes infectados en los 6rganos: higado, bazo, intestino grueso. Dando un total de 36 muestras

positivas donde (+) presencia de fagos, (-) ausencia de fagos.
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4.2. Determinacion de la especificidad de los fagos frente a cepas de Salmonella

Luego se hizo un andlisis de espectro hospederos para cada muestra indicando que los fagos
obtenidos tanto en las 12 muestras son efectivos inicamente en la cepa de Salmonella typhimurium

para todos los casos.

Figura 14

Las 12 muestras positivas para Salmonella typhimurium

Nota. Se aprecia la especificidad de las 36 muestras positivas para la cepa de S. typhimurium. Del

1-12 corresponden al higado, del 13-24 al bazo y del 25 al 36 al intestino grueso.
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Tabla 3

Determinacion de la especificidad de los fagos frente a cepas de Salmonella para las muestras positivas

CEPA DE  Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Salmonella N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7 N°8 N°9 N°10 N°11 N°12

S. infantis - - - - - - - - - - - -
S. enteritidis - - - - - - - - ; - - i}

S. paratyphi - - - - - - - - - - - B,

S.

typhimurium

Nota. Se aprecia que los 12 cuyes dieron positivos para la cepa de Salmonella typhimurium y negativo para S. infantis, S. enteritidis y

S. paratyphi donde (+) presencia de calvas, (-) ausencia de calvas.
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4.3. Titulacion de fagos

Se procedi6 a hacer la titulacién de los fagos para asi lograr su multiplicacién a partir de

una calva aislada, lograndose contar en la dilucién 107! un total de 123 x 10! UFP/mL.
Figura 15

Esquema de las diluciones sucesivas realizadas a las muestras con fagos

100pl  100pl  100p  100ul 1004l 100p  100p 1004l

CNCNNCN CNCNC

\/900 u\/goo ul \/900 ul \/éoo m\/goo u\/goo ul \/900 m\/goo m\/goo uvgoo ul

101 102 103 104 105 106 ................................. 109 1010 1011 1012

Figura 16

Calvas obtenidas de las diferentes diluciones de las muestras
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4.4. Identificacion por microscopia electronica de transmision (TEM)

Una vez aislado e identificado el espectro hospedero del fago para cada muestra, se
procedio a identificarlos por microscopia electronica de trasmision (MET). Se tomaron fotografias
a 500nm, 100nm y 50nm, para cada muestra, se observé que el fago poseia una simetria binal, una
céaspide pequeia e icosaédrica y una cola helicoidal corta de un didmetro menor al didmetro de la
cépside, se realizaron comparaciones de las fotografias obtenidas con las diferentes familias de

bacteri6fagos ya establecidas, logrando identificar que corresponderian a la familia Podoviridae.

Figura 17

Fotografias tomadas de Microscopia Electronica

Nota. Se logra divisar los fagos encontrados en las muestras positivas.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

La discusion de los resultados se realizard mediante la triangulacién de los antecedentes

propuestos, teorias y resultados encontrados en la investigacion, lo cual se describira:

En el objetivo general: Lograr aislar fagos especificos contra Salmonella sp. aislados de
Cavia porcellus “Cuy” con sintomas de Salmonelosis, se encontré que, en una poblacién de 25
cuyes muertos con sintomas de salmonelosis procesados en el laboratorio, en 12 de ellos se

evidenci6 presencia de bacteridfagos en los 6rganos de: higado, bazo, intestino grueso.

En un estudio parecido Hernandez (2019) obtuvo los mismos resultados donde logré aislar
15 bacteridfagos distintos, después los purificé y realizando pruebas especificas in vitro logré
identificar que pertenecian a Salmonella (ATCC 19430), éstas muestras fueron analizadas por
microscopia electrénica, identificando que pertenecian a la familia Siphoviridae.

Por otro lado, Chuquizuta y Morales (2017), identificaron agentes bacterianos presentes en
gazapos muertos de cuyes en una granja de Manchay. Se recolecté 191 caddveres de gazapos, los
cuales fueron procesados en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Universidad
Cientifica del Sur; se tom6 muestras de higado, intestino, bazo y pulmén para lograr la
identificacion, se obtuvo como resultado E. coli (40.84%) y Salmonella spp. (39.27%) entre otros;
a nivel de 6rganos se aislé bacterias en un 32.36% en higado, 28.46% en intestino, 20.65% en bazo
y 18.54% en pulmén; mostrando asociacion significativa (p<0.05) entre el diagndstico

bacterioldgico de Salmonella spp. y E. coli frente a los 6rganos evaluados.



46

En el objetivo especifico 1: Aislar fagos especificos en ciclo litico en cuyes con sintomas
de Salmonelosis. Una vez concretado y corroborado la presencia de fagos, se dispuso a asilar los
fagos para lograr su especificidad. Encontrando resultados parecidos en Reina y Reina (2018) en
Espaia, en su articulo estudi6é sobre los bacteriéfagos que infectan y parasitan a las bacterias.
Pueden presentar un ciclo litico que determine la lisis de la bacteria infectada. Cada fago es
especifico de un determinado género o especie bacteriana. El incremento actual en la incidencia
de resistencia antibidtica en las bacterias humanas ha favorecido el estudio de los fagos como
alternativa terapéutica (fagoterapia). Los estudios previos habian demostrado la eficacia de estos
elementos en las infecciones cutdneas e intestinales. Estdn en marcha diferentes ensayos clinicos
para establecer la seguridad, reactogenicidad y eficacia terapéutica de multiples fagos. Al ser
elementos activos, los fagos deben someterse a rigurosos controles de calidad para asegurar la
ausencia de efectos indeseables. La lisis bacteriana que provocan es de una magnitud inferior a la
provocada por los antibidticos. Como problemas a resolver en el futuro estdn la posibilidad de
utilizar mezclas de varios fagos, establecer la ruta idénea de administraciéon y modificarlos

genéticamente para que desactiven los genes de resistencia bacterianos.

Garcés (2015) en su investigacion tuvo como objetivo identificar Enterobacterias en cuyes
mediante el uso de la técnica de siembra por agotamiento y su tipificacion a partir de pruebas
bioquimicas especificas, logrando obtener una incidencia de 36% de Enterobacterias, de acuerdo
a sus pruebas bioquimicas, lograron identificar: Yersinia sp. 10%, Echerichia coli 12%, Shigella

flexneri 8% y Salmonella typhimurium 6%.
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En el objetivo especifico 2: Determinacion de la especificidad de los fagos frente a cepas
de Salmonella sp., se logr6 realizar comparaciones con diferentes cepas de Salmonella que se
encontraban conservadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Ricardo Palma
evidenciando que pertenecian a Salmonella typhimurium. Asimismo, estudios realizados por
Garcia et al. (2015) tuvo como objetivo evaluar el efecto in vitro de bacteri6fagos frente a
Salmonella enteritidis en heces frescas de gallinas ponedoras; se realizaron dos pruebas con tres
concentraciones de bacteriéfagos frente a cepas de S. enteritidis, las concentraciones ensayadas
fueron: (5 x 107 pfu/mL), y dos diluciones de la misma (1/10 'y 1/30), los ensayos fueron realizados
en distintos tiempos desde la incubacion; 1minuto, 24h y 7 dias. Se logré aislar Salmonella en
todas las pruebas de 1 minuto, a las 24 horas de igual manera menos en la dilucion 1/10 y a partir
de 7 dias no se logr6 aislar la bacteria de ninguno de los grupos experimentales, concluyendo que
el empleo de bacteriéfagos contribuy6 a reducir los aislamientos de Salmonella enteritidis en las
muestras. Por otro lado, Moya (2019) estudi6 la prevalencia de Salmonelosis en cuyes procedentes
de granjas de La Libertad, mediante la técnica de necropsia obtuvo las muestras de higado y ciego,
mediante una serie de pruebas bioquimicas se obtuvo un 27,5% de prevalencia a Salmonella spp.,
siendo el higado la principal fuente de infeccién, concluyendo que el manejo inapropiado, las
deficiencias sanitarias e introducciéon de nuevos ejemplares son factores predisponentes.

Asimismo, Tamariz et al. (2018) tuvieron como objetivo estandarizar y validar una prueba
de amplificacién de fagos para la identificacidon de salmonelosis para ser aplicada a infecciones de
Cavia porcellus. Se aislaron bacteriéfagos nativos de cavias infectados y residuos ambientales de
instalaciones comerciales de cria de cucarachas. Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028 se utiliz6 para detectar, aislar y propagar los bacteriéfagos, y para estandarizar un ensayo

de amplificacién de fagos para detectar S. typhimurium de hisopos rectales de cavias. El ensayo de
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amplificacion de fagos se probo con 2 antivirales agentes, MgSO4-7H20 (MAS) y extracto de
céascara de granada (PRE) mads sulfato ferroso (PRE — FeSO4). Resultando que el formato de
ensayo final elegido utilizé6 PRE — FeSO4 y permitio la deteccion de S. Typhimurium en 90 min
de cultivo, 5 h de muestras clinicas, con un limite de deteccion a 103 pfu; la sensibilidad fue 98,2%,
especificidad 98%, valor predictivo negativo (VPN) 96,1% y valor predictivo positivo (VPP)
99,1%.

En el objetivo especifico 3: Determinar la concentracion de fagos en una muestra, Marcelo
et al. (2017) se basé en identificar mediante la técnica de PCR multiple la posible existencia de los
serovares Salmonella typhimurium y Enteritidis en 25 cepas de Salmonella spp previamente
aisladas de cuyes e identificadas por sus caracteristicas metabodlicas; lograndose identificar todas
las cepas como Salmonella typhimurium, evidencidndose la amplificaciéon de los cebadores
especificos para los genes invA y fliC pertenecientes al género Salmonella y Salmonella
typhimurium, respectivamente. Con este estudio se logré establecer mediante una identificacion
molecular que los 25 cuyes estaban infectados por Salmonella typhimurium y Enteritidis.

Concordando con un trabajo realizado por Justo et al. (2015) en donde obtuvieron 11 cepas
pertenecientes al género Salmonella entérica, logrando una prevalencia del 78.57% de Salmonella

en las muestras analizadas.
Asi también Ortega et al. (2015) la asoci6 entre casos positivos a aislamiento de Salmonella
sp. a partir de hisopados vaginales dentro de las 24 horas del parto y la mortinatalidad. Sus

resultados demostraron que Salmonella sp. es una de las causas de mortinatalidad en cuyes.
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VI. CONCLUSIONES

Se logro aislar fagos especificos contra Salmonella sp. de Cavia porcellus de una poblacion
de 25 cuyes muertos con sintomas de salmonelosis, los cuales fueron procesados en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Ricardo Palma.

De los 25 cuyes disectados, se lograron aislar 12 cuyes en donde se evidenci6 presencia de
bacteridfagos en los 6rganos de: higado, bazo e intestino grueso, esto se logrd concretar
luego de las respectivas pruebas que se realizaron a cada 6rgano evaluado.

Las muestras positivas obtenidas fueron comparadas con diferentes cepas control de
Salmonella sp. que se encontraban conservadas en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Ricardo Palma evidenciando que todas pertenecian a Salmonella
typhimurium, esto demuestra la especificidad que poseen los bacteriéfagos ante alguna
bacteria.

Mediante la titulacion de los bacteriéfagos se logré obtener una dilucion 6ptima y asi poder
contar el nimero de bacteri6fagos en una placa, esto nos lleva a poder obtener a largo plazo
un suministro de bacteri6fagos especificos para producir un tratamiento basado en la

fagoterapia.
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VII. RECOMENDACIONES

Existe una Resolucion Ministerial, la cual indica que el MINSA debe realizar
evaluaciones periddicas, sin embargo, al no cumplirse éstas, genera que multiples
criaderos infrinjan diversas normas sanitarias, por lo tanto, se hace un llamado a las
unidades de prevencién de Promocién y Prevencion de la Salud a realizar inspecciones
de manera periddica y asi evitar la comercializacién de animales infectados.

Es importante lograr estandarizar diversos checklist y asi probar otras técnicas de
aislamiento de bacteri6fagos para determinar otras opciones de trabajo.

Es importante hacer campaiias de concientizacion a la poblacion acerca del consumo de
cuyes, €stos poseen un alto contenido proteico, sin embargo, es importante ensefiar el
donde y en qué establecimientos consumirlos.

Se recomienda seguir con las investigaciones sobre la salmonelosis, por ser una
enfermedad de riesgo social para la salud publica y lograr que la fagoterapia se convierta

en una de las primeras opciones para combatir esta enfermedad.
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IX. ANEXOS
Anexo A
Figura 18

Partes de un Microscopio Electronico (ME)

Nota. a.) Lamina con muestra de fagos fijada, b.) Ocular donde se pone la muestra, c.) Mando del

microscopio electronico.



Figura 19

Familias de bacteriofagos
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Figura 20

Evaluacion de los cuyes

Nota. a.) Cuyes de los criaderos y b.) Diseccion y separacion de los organos de los cuyes.

Figura 21

Evaluacion de los organos
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Figura 22

Realizacion del ensayo en cabina de Bioseguridad

Figura 23

Membranas con Lisado Fdgico

Nota. a). Membrana con Lisado Fagico y b). Membrana con Lisado Fagico + PEG.
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Figura 24

Observaciones en el Microscopio Electronico

Nota. a). Porta objeto del microscopio electrénico, b y ¢). Pantalla de visualizacion.

Figura 25

Pruebas bioquimicas hechas a las muestras de cuy
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Anexo B

FICHA DE PROTOCOLO DE AISLAMIENTO
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Sr Bidlogo(a), le solicito que por medio de esta ficha Ud. marque si cumple con todo el

procedimiento en la seleccion de fagos.

N° de cuy: ........

FICHA DE AISLAMIENTO

Cumple

No
cumple

8.

Pre-enriquecimiento en medio no selectivo:

- Se toma una porcién no mayor a 1g de cada 6rgano, y se aiade en relacion de 1:10 con
solucién salina 0.9% estéril, por separado.

- Luego fueron conservados en 5ml de solucién salina 0.9% a una temperatura entre 2°C y
5°C.

Aislamiento en medio no selectivo:

- Homogeneizar los 6rganos en los tubos de ensayo

- Centrifugar a 8000rpm por 3 minutos, el sobrenadante fue filtrado con filtros MilliQ de
0.22um

- Conservados a -16°C y -18°C.

Confirmacion de la presencia de fagos:
- Se usa el método de gota en agar doble capa, con una cepa de Salmonella.

Especificidad de los fagos:
- Se enfrenta los fagos aislados ante 4 cepas de Salmonella
- Luego se realiza la prueba individual.

Multiplicacién de fagos:
- Repetir los ensayos necesarios para obtener un stock minio de 10 ml de fagos.

Conservacion de los fagos:
- Mantener el stock se mantuvo a —20 °C y a —80 °C, adicionando al filtrado glicerol al 15%.

Titulacion de los fagos (concentracion):
- Mediante una serie de diluciones sucesivas se llega a determinar la concentracion idénea de

los fagos aislados.

Identificacion por microscopia electrénica:

La Ficha de protocolo de aislamiento contiene 8 pasos para aislar los fagos, a su vez contiene 11
indicadores.

Protocolo de aislamiento e identificaciéon de Salmonella spp. segin Caffer et al., (2008) con
algunas modificaciones.




