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1. RESUMEN

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son una de principales causas de
morbi-mortalidad a nivel mundial, los serotipos no tificos de Salmonella enterica son los
principales agentes causales. Uno de los serotipos asociados mayormente a ETA es el
serotipo Salmonella enteritidis presente en productos de origen avicola y al cual se le

atribuye el 24.1% de los brotes de salmonelosis en humanos.

En el afio 2017, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé un listado en el que
clasifica la urgencia de investigar y desarrollar nuevos antimicrobianos para el tratamiento
de microorganismos patdgenos, catalogandolos en tres niveles de prioridad tomando en
cuenta las infecciones provocadas y la resistencia a antibiéticos reportados. Cabe destacar,

gue en dicho listado Salmonella spp se encuentra clasificada como prioridad elevada.

La Fagoterapia ha demostrado ser una opcion efectiva y costeable como tratamiento y
control de afecciones producidas por bacterias patégenas. Actualmente, se investigan y
desarrollan formas farmacéuticas sélidas para la administraciéon de Bacteriéfagos por via
oral, a partir de sistemas de liberacion con biopolimeros como el alginato mejorando asi la

estabilidad a condiciones gastricas.

El presente trabajo se enfocd en obtener un sistema de entrega via oral capaz de brindar
proteccion al Bacteriéfago S; tras su paso por el tracto gastrointestinal de pollos (Gallus
gallus domesticus) de un mes de edad. Por ello, el Bacteriéfago Si1 se encapsul6 con dos
alginatos comerciales a una concentracion del 2% p/v utilizando solucion de CaCl, al 2%
p/v como agente gelificante, para cada uno de los alginatos se determiné la eficacia de
encapsulacion y el rendimiento fagico, posteriormente, se seleccion6 el alginato 1 por
mostrar mayor eficacia de encapsulacion. Se procedié a realizar los ensayo in vitro
correspondientes a la liberacion del Bacteri6fago Si a pH intestinal (6.9) por la técnica de
agitacion continua, se determiné que la esfera de alginato permite la liberacion del
Bacteriéfago Sia partir de las tres horas de agitacion, por otro lado, en los ensayos in vivo
se corrobor6 a partir de la presencia de zonas liticas que las esferas de alginato permiten
la entrega del Bacteriofago S: en duodeno y ciegos (compartimentos que coloniza
Salmonella. enteritidis), ademas la infeccion por Salmonella enteritidis se vio reducida a

partir de las 48 h de administrado el tratamiento.
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2. ABSTRACT

The Foodborne Diseases (ETA) are one of the main causes of morbidity and mortality
worldwide, the non typhoidal Salmonella serotypes are the main causative agents. One of
the serotypes associated mostly with ETA is the serotype Salmonella enteritidis present in
products of poultry origin and to which 24.1% of outbreaks of salmonellosis in humans are
attributed.

In 2017, the World Health Organization (OMS) published a list in which it classifies the
urgency of investigating and developing new antimicrobials for the treatment of pathogenic
microorganisms, cataloging them into three priority levels taking into account the infections
caused and the resistance to antibiotics reported. It should be noted that Salmonella spp is

classified as a high priority in this list.

Phage therapy has proven to be an effective and affordable option as treatment and control
of conditions produced by pathogenic bacteria. Currently, solid pharmaceutical forms for the
administration of Bacteriophages by the oral route are investigated and developed, using
release systems with biopolymers such as alginate thus improving stability to gastric

conditions.

The aim of this study was to obtain an oral delivery system efficient of providing protection
to Bacteriophage Si: after passing through the gastrointestinal tract of one-month-old
chickens (Gallus gallus domesticus). The Bacteriophage Si was encapsulated with two
commercial alginates at a concentration of 2% w / v using 2% CacCl 2 solution w /v as a
gelling agent, for each of the alginates the encapsulation efficiency and the phage yield were
determined, subsequently, alginate 1 was selected for showing greater encapsulation
efficiency. The in vitro tests corresponding to the release of Bacteriophage S; at intestinal
pH (6.9) were carried out by the continuous agitation technique, it was determined that the
alginate sphere allows the release of Bacteriophage S; after three hours of agitation. The in
Vivo tests, it was corroborated from the presence of lytic zones that the alginate spheres
allow the delivery of Bacteriophage S1 in the duodenum and caecum (compartments
colonized by Salmonella enteritidis), besides the infection by Salmonella enteritidis It was

reduced as of 48 h after the treatment was administered.
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3. INTRODUCCION

3.1 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) engloban una amplia variedad de
afecciones ocasionadas por la ingesta de agua o alimentos contaminados con virus,
parasitos, bacterias o0 sustancias quimicas, y representan una de las principales causas de

morbi-mortalidad en el mundo (Organizacién Mundial de la Salud, 2015).

Cada afio cerca de 600 millones de personas enferman en todo el mundo tras consumir
alimentos contaminados, de las cuales mueren al menos 420,000, siendo los nifios menores
de 5 afios quienes contribuyen con un tercio de las muertes (Organizacion Mundial de la
Salud, 2015). En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica report6 hasta la
semana 12 del afio en curso (2019) un total de 1°116,342 casos de infecciones intestinales
transmitidas por alimentos notando un aumento del 4.8% en los casos con respecto en el

afio 2018, donde para la misma semana se reportaron un total de 1°064,625 casos.

Los principales patégenos asociados a ETA en orden de importancia son Norovirus,
Campylobacter spp, Escherichia coli y Salmonella enterica no tifoidea, siendo esta Ultima
asociada a la mayoria de las muertes en pacientes (Alerte, y cols, 2012; Rodriguez Torrens
y cols, 2015; Organizacion Mundial de la Salud, 2017; Organizaciéon Mundial de la Salud,
2015; Organizacion Mundial de la Salud y Red Internacional de Autoridades en Materia de

Inocuidad de los Alimentos, 2018).

3.2 Salmonella enterica

El género bacteriano Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae la cual engloba
a bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, méviles por disposiciéon
de flagelos peritricos, que miden de 1.0 a 3.0 um de longitud y de 0.5 a 0.7 um de diametro
y son generalmente capaces de crecer a temperaturas entre 7 °C y 45 °C y en valores de
pH de 4.5 a 9.0. En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas se describen como: indol

negativas, incapaces de hidrolizar urea, productoras de &cido sulfhidrico, descarboxiladoras
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de lisina y ornitina, no fermentadoras de lactosa, pero si de glucosa con produccién de gas
(Agbaje y cols, 2011; Brenner y cols, 2000).

Las bacterias del género Salmonella se dividen en dos especies bongori y enteritica,
subdivididas a su vez en subespecies y serotipos 0 serovariedades (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion del género bacteriano Salmonella

Especie Subespecie Serotipos
[ Salmonella enterica 1531
Il Salmonella salamae 505
Salmonella enterica lla Salmonella griz_onae 99
b Salmonella diarizonae 336
v Salmonella houtenae 73
VI Salmonella indica 13
Salmonella bongori 22

Modificada de Grimont y Weill, 2008

La subespecie | de Salmonella enterica agrupa la mayoria de los serotipos de importancia
clinica para el humano y se subdivide en dos grandes grupos, salmonelas tificas y
salmonelas no tificas; en el primer grupo podemos encontrar a Salmonella typhi vy
Salmonella paratiphy agentes causales de fiebre tifoidea y paratifoidea respectivamente,
por otro lado, en el grupo de salmonelas no tificas se encuentra la mayoria de los serotipos
causantes de salmonelosis (gastroenteritis por Salmonella spp.) (Barreto y cols, 2016;

Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

3.3 Salmonelosis

La OMS define a la salmonelosis como una zoonosis producida por serovariedades no
tificas del género Salmonella que afecta principalmente aves de corral, ganado vacuno y
porcino. Como se muestra en la Figura 1, el consumo de huevo, carne de aves de corral y
agua contaminada es la principal fuente de infeccién para el humano (Organizacién Mundial
de la Salud y Red Internacional de Autoridades en materia de Inocuidad de los Alimentos,
2018). Debido a los brotes de salmonelosis transmitidos por alimentos en paises como

Estados Unidos de América, Canada, Inglaterra, Noruega y Dinamarca la OMS declar6
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desde el afio 2000 a la salmonelosis como una enfermedad de notificacion obligatoria (Uribe
y Suarez, 2009; Rivera y cols 2012; Organizacion Mundial de la Salud, 2015).

Infeccion de Agua
Salmonella por contaminada ( ,

alimento o agua \
contaminada k w

Persona infectada

e =

Persona sana

Carney
subproductos
contaminados

Contaminacion cruzada
en Plantas faenadoras

Figura 1. Fuentes de infeccidon Salmonella en humanos y animales.
Modificada de https://encolombia.com/medicina/materialdeconsulta/tensiometro-virtual/transmision-
de-salmonelosis/

Una vez ingerida, Salmonella enteritidis es capaz de resistir el pH acido del estdmago, llegar
a intestino delgado donde la alta concentracion osmatica induce su internalizacion hacia las
células epiteliales intestinales del ileon donde son fagocitadas por las células dendriticas y
macrofagos, éstos Ultimos se consideran las células blanco en la infeccién. La bacteria se
establece en la vacuola del macréfago donde es capaz de evadir la actividad litica y los
componentes lisosomales, multiplicarse y propagarse en el tejido intestinal a partir del
mecanismo llamado “trigger”, el cual consiste en el envio de sefiales al cito esqueleto dando
lugar a la formacioén de ondulaciones intestinales que le permiten ingresar a las células M
donde produce efectos citotéxicos y destruccion de los enterocitos adyacentes. Para poder
ser transportada a higado y bazo Salmonella es capaz de producir apoptosis en macrofagos
activados y fagocitosis inducida en macréfagos no activados, ademas, induce la migracion
de macréfagos para la liberacién de citocinas pro inflamatorias involucradas en el proceso
diarreico, entre las que destacan IL8, GM-CSF, IFNy, TNFa y GCP-2 (Figueroa y Verdugo,
2005; Barreto y cols, 2016).
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El cuadro clinico se inicia de 6 a 48 h después de la ingestiobn de alimentos o agua
contaminados con una dosis infectiva de 10° a 108 bacterias, la infeccién se caracteriza por
diarrea, dolor abdominal, nauseas, fiebre alta, deshidratacion y en ocasiones vomito.
Durante el periodo de infeccién se excretan bacterias en las heces, se sabe que entre el
0.3 al 0.6% de los pacientes con infecciones por salmonela no tifoidea excretan bacterias
durante mas de un afo. Alrededor del 5% de los pacientes con gastroenteritis por
Salmonella no tifica pueden desarrollar bacteriemia, sin embargo, esta complicacién es
comun solo en pacientes inmunocomprometidos (Rivera y cols, 2012; Uribe y Suarez,
2009).

3.3.1 Prevalencia de salmonelosis en México

En México las infecciones por Salmonella spp. en humanos son reportados ante el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) en el Boletin Epidemiolégico Semanal e
incluye los casos en el apartado “Enfermedades Infecciosas y parasitarias del aparato
digestivo”, y los clasifica como “Fiebre Tifoidea”, “Fiebre Paratifoidea A’ y “Otras
Salmonelosis” incluyéndose en esta Udltima categoria los casos de salmonelosis
ocasionados por Salmonella enterica serovar enteritidis. La Figura 2 resume la prevalencia
de los casos de salmonelosis en los Gltimos cuatro afios, como puede observarse, los casos
fluctian entre 75 y 90 mil y no se aprecia una clara tendencia a la baja. Con respecto los
casos del afio 2019 se nota una pequefa disminucién comparado con la misma semana en
el afio 2018, sin embargo, estos datos se pueden incrementar debido a que el repunte de
las ETA se observa siempre en época de calor. Los estados de mayor prevalencia en estos
afios fueron Chiapas, Veracruz y Tabasco. (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,
2016-2019)
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Figura 2. Casos de salmonelosis en México
Datos obtenidos del Boletin Epidemioldgico Nacional

Por otro lado, los brotes de salmonelosis en aves de corral son monitoreados por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
y el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA),
guienes han declarado que desde el afio 2012 México se encuentra libre de salmonelosis
aviar. Cabe destacar que este reporte solo se basa en el nulo aislamiento e identificacion
de los serotipos de Salmonella pullorum y Salmonella gallinarum en este sector. A nivel
mundial, el serotipo Salmonella enteritidis se ha detectado en carne de aves de corral y
huevo representando un problema de salud en sector avicola (Rincén y cols, 2011; Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2018; Organizacién Mundial de
Sanidad Animal, 2018).

En México, los brotes de Salmonella enteritidis tanto en humanos como en aves de corral
han sido poco estudiados. El estudio mas reciente fue el realizado en Yucatan por Zaidi y
colaboradores en 2006, quienes recolectaron un total de 295 muestras de carne de pollo
determinando que el 39.7% (117 muestras) se encontraban contaminada con Salmonella
spp, los serotipos mayormente aislados fueron Salmonella albany (18.2%) Salmonella

enteritidis (16.8%), Salmonella agona (14%) y Salmonella meleagridis (14%).
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3.4 Salmonella en aves de corral

Las aves de corral adquieren a la Salmonella spp. del ambiente donde se encuentran
principalmente por via oral debido al consumo de agua y alimento contaminado, una vez
realizada la ingesta, Salmonella spp. coloniza el tracto intestinal de las aves, representado
en la Figura 3, principalmente en la porcion cecal (ciegos) y cloacal. Los signos y sintomas
de la infecciéon por Salmonella spp en aves de corral son retraso del crecimiento, baja
produccion de huevos, fiebre y diarrea, por lo que las aves infectadas tienen una persistente
diseminacion de la bacteria en heces, facilitando asi la transmision transovarica (Rincon y
cols, 2011; Herrera y Jabib, 2015).

Figura 3. Esquema del tracto gastrointestinal de las aves de corral
Obtenida de http://www.corporativo.net.co/bibliotecainsa
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3.4.1 Transmisién transévarica de Salmonella

El contenido interno de los huevos recién puestos es generalmente estéril, sin embargo,
tras su paso por la cloaca la superficie del huevo puede contaminarse por diversos
microorganismos que, bajo condiciones apropiadas, son capaces de penetrar e infectar el
interior del huevo. En la actualidad, se conocen dos vias de transmision por las cuales
Salmonella es capaz de contaminar el interior de los huevos (Herrera y Jabib, 2015; Yang
y cols, 2017).

» Transmision vertical: la contaminacién de la yema se lleva a cabo en el ovario o en
su paso por el oviducto contaminado. Ademas, como se observa en la Figura 4, la

superficie del cascarén es contaminada al pasar por vagina (Rincon y cols, 2011).

0 La yema pasa hacia el

oviducto. 9 La membrana vitelina y la
- albumina rodean la yema
" contaminada.

El huevo pasa hacia el
\ utero, donde se
" formara el cascarén

La yema del huevo
es infectada con
Salmonella spp. 7%

El cascar6n puede ser
contaminado tras su paso
por la vagina o cloaca, antes
de ser expulsado.

Figura 4. Esquema de transmision vertical de Salmonella spp. en huevos
Modificada de https://foodsafetycertificationpr.com/2012/01/20/la-salmonella-s-typhi
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» Transmision horizontal: la cascara del huevo es contaminada con heces tras su paso
por la cloaca. Como muestra la Figura 5, debido a la diferencia térmica entre el
huevo recién puesto y el ambiente, las bacterias pueden penetrar en la albumina a
través de los poros mediante un proceso de succién (Rincony cols, 2011).

Salmonella spp.

Poros
Membrana Membrany
internadela externa de
ciscan la cdscand Cuticula
Capa de pigmento de /
‘ la cdscara [,
Ciscara
\
\ Tt Cuticula A
S,
5
Capa cristaling = i

Capa de matriz
\ orgdnica ‘ |
Membranas de la cdscara -1 . .
Interior del huevo | | \ /
(alboming) v

Cuerpos mamaliares

Figura 5. Esquema de transmision horizontal de Salmonella spp. en huevos
Modificada de http:/bmeditores.mx/ciencia-calidad-del-huevo/

3.4.2 Tratamiento de salmonelosis en aves de corral

Durante varias décadas antibidticos como la kanamicina, gentamicina, cloranfenicol y
furazilodona fueron utilizados en la profilaxis y tratamiento de salmonelosis en las aves de
corral. Sin embargo, se ha demostrado que el uso de antibidticos en los animales puede
contribuir a la aparicion de resistencia a estos farmacos. Actualmente, la industria avicola
emplea acidificantes en el alimento como medida profilactica contra la salmonelosis, éstos
disminuyen el pH del tracto digestivo de las aves propiciando la inhibicién del crecimiento
de Salmonella, entre los mayormente utilizados se encuentra el 4cido férmico, acido acético
y acido propidénico (Castanon, 2007; Gonzalez y cols 2013; Organizacion Mundial de la
Salud, 2017).
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3.4.3 Restriccion del uso de antibidticos en el sector avicola

A lo largo de los afios, el uso de antibiéticos como tratamiento de enfermedades infecciosas
bacterianas demostré ser de gran utilidad en el sector avicola, incluso, a principios de 1940
se descubrié que los antibiéticos favorecian la ganancia de peso en aves de corral, por lo
gue se implementaron como promotores del crecimiento en animales para consumo
humano (Gonzalez y cols 2013; Organizacion Mundial de la Salud, 2017). Sin embargo, se
ha demostrado que los residuos de antibiéticos en los alimentos de origen animal al ser
ingeridos por el humano producen desérdenes en el desarrollo corporal, reacciones
alérgicas y propagacion de microorganismos resistentes a los antibiéticos en el hombre,
representando un riesgo para la salud de los consumidores (Lozano y Arias, 2008; Cancho
y cols, 2000).

Diversas organizaciones internacionales se han enfocado en regular la cantidad de residuos
de antibidticos de uso veterinario presentes en animales comerciales. Por ejemplo, la FAO
y la OMS integraron la Comision del Codex Alimentarius que establece los limites maximos
residuales (LMR) de un antibiético en los tejidos comestibles de cada especie animal y que
al ser ingeridos por el humano no constituyan ningun riesgo, evitando asi la diseminacion
de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos entre animales y humanos (Lozano y Arias,
2008; Comision del Codex Alimentarius, 2015).

Desde el afio 2013, la OMS ha enfatizado la necesidad de establecer nuevas alternativas
en los tratamientos de infecciones causadas por cepas bacterianas resistentes a diversos
antibioticos, por ello, diversos investigadores han retomado la Fagoterapia como una

alternativa para el tratamiento de salmonelosis.
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3.5 Bacteriéfagos

Los Bacteriéfagos son virus que infectan y lisan bacterias de manera especie-especifica,
se conocen como “la forma de vida mas abundante en el planeta” y han sido aislados de
ambientes acuaticos especialmente de aguas residuales. Fueron observados por primera
vez por el britanico Ernest Hankin en 1896 y posteriormente por el ruso Gamaleya en 1898,
pero fueron descritos hasta 1915 por el britAnico Frederick Twort, quien reporto el
aislamiento de entes filtrables con capacidad litica contra Sthapylococcus spp. Sin
embargo, fue hasta 1917 cuando el francocanadiense Félix d"Herelle utilizdé el término
“Bacteriéfagos” del griego phagein “comer” para describirlos por su capacidad de lisar
bacterias (Nechaev y Severinov, 2008; Monk, 2010; Prada, y cols, 2015).

Los Bacteriéfagos possen un tamafio aproximado de 20 a 200 nm y se constituyen
basicamente de proteinas y material genético (DNA o RNA, de cadena sencilla o doble) que
se encuentra protegido por una cubierta proteica conocida como capside. Estructuralmente
pueden o no contar con cuello, laminas basales, fibras caudales, espiculas y cola como se
muestra en la Figura 6. De acuerdo con las caracteristicas morfolégicas y la naturaleza de
su genoma los Bacteri6fagos han sido clasificados en trece familias, ilustradas en la Tabla
2 (Ackermann, 2001; Sulakvelidze y cols, 2001; Azeredo y Sutherland, 2008; Nechaev y
Severinov, 2008; Mathur. y cols, 2003; Prada y cols, 2015).

'Cabeza
! Cuello
Cola
Fibras caudales <>
‘:“«‘,
A “a
v Placa basal
Espiculas

Figura 6. Estructuras de un Bacteriéfago
Modificada de http://www.microbiologia.com.ar/virologia/procariontes.php
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Tabla 2. Clasificacion de los

Particularid

Famili
a a ades

Bacteriéfagos y sus principales caracteristicas.

Forma

Acido
Nucleico

Hospedero

a)

Colarigida,
largay
contractil

Myoviridae

b)

Colano
contractil,
largay
flexible

Siphoviridae

Cola corta 'y

Podoviridae no contractil

00

Bacteriéfagos con cola

ADN dc,L

Bacteria 'y
Archaea

ADN dc,L

Bacteria 'y
Archaea

ADN dc,L

Bacteria

Caps6meros
sobresalient
es

Microviridae

Cépside

Corticoviridae compleja

f)

Vesicula
lipidica,
pseudocola

Tectiviridae

)

Cépside
carente de
envoltura

Leviviridae

h)

Cubierta

Cystoviridae lipidica

O«
g)O ﬂ© m@

Bacteriéfagos Poliédricos

ADN sc,C

Bacteria

ADN dc,C,S

Bacteria

ADN dc, L

Bacteria

ARN sc, L

Bacteria

ARN dc, L,
seg

Bacteria

Filamentos
largos o
bastones

cortos

Inoviridae

)

Cubierta

Lipothrixviridae lipidica

K)

Similar al
virus
mosaico del
tabaco

Rudiviridae

jad

Bacteriéfagos filamentosos

ADN sc, C.

Bacteria

ADN dc, L

Archaea

ADN dc, L

Archaea

Cubierta
lipidica, sin
capside

Plasmaviridae

Cubierta
lipidica, sin
capside y en
forma de
limoén

Fuselloviridae

'> "

Bacteriéfagos pleomoérficos

ADNdc, C,S

Bacteria

ADN dc, C,S

Archaea

NOTA: dc: cadena doble, sc: cadena sencilla; L: lineal, C: circular, S: super-helicoidal, seg: segmentado.

Modificada de Gémez y Flores, 2009
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Para replicarse, los Bacteriéfagos utilizan la maquinaria metabdlica las bacterias
susceptibles. Una vez que los receptores fagicos reconocen los receptores bacterianos
(proteinas o carbohidratos presentes en la pared bacteriana, capsula, el pili o el flagelo) se
inicia su ciclo replicativo (Azeredo y Sutherland, 2008; Prada y cols, 2015).

La replicacion de los Bacteriéfagos puede llevarse a cabo mediante un ciclo litico o un ciclo
lisogénico, representados en la Figura 7. El ciclo litico es llevado a cabo por los
Bacteriéfagos denominados virulentos, mientras que, el ciclo lisogénico es llevado a cabo
por los Bacteriéfagos denominados temperados (GOmez y Flores, 2009; Prada y cols 2015).

La diferencia principal entre los dos ciclos es que, en el ciclo litico los Bacteriéfagos se
replican, ensamblan y liberan inmediatamente, mientras que en el ciclo lisogénico la
progenie no se produce inmediatamente, sino que lleva a cabo un tipo de infeccion latente
durante una o varias generaciones. Sin embargo, bajo condiciones adversas como la
desecacion, exposicion a luz UV y la exposicién a quimicos mutagénicos, el ciclo lisogénico
puede ser terminado, a este proceso se le conoce como induccion, y permite que el

Bacteriéfago sintetice, ensamble y libere sus progenies (Gomez y Flores, 2009).

Matoial Ganéfico 6. El genoma fagico puede
del Bacteriéfago retirarse tras causar dafio al
genoma bacteriano. Y entrar al

5. la bacteria sigue
replicdndose normalmente

1. E bacteriéfago reconoce
receptores especificos y se fija a
la bacteria.

Material genético

de la Bacteria ciclo litico.

f \ Profago
. £y . 3 .:
i B Ciclo litico S
‘O’ 2. El bacteriéfago introduce - -
su material genético
Sy gy 4. Una vez integrado, el

genoma fagico se

4. La bacteria se lisa y se liberan transforma en un pro fago .

las nuevas progenies fagicas

3. El genoma fagico se integra al
3. Comienza la sintesis de proteinas fagicas, genoma bacteriano para ser

replicacién de material genético fagico. replicado con él.
DETENIENDO LA REPLICACION BACTERIANA
Posteriormente, se ensamblan los viriones

Figura 7. Representacion esquemaética de los ciclos de replicacion de los Bacteriéfagos
Modificada de http://www.betelgeux.es/blog/2016/04/13/bacteriofagos-pequenos-grandes-aliados-
en-la-lucha-contra-los-patogenos-alimentarios/
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3.6 Fagoterapia

La Fagoterapia se define como el uso de Bacteri6fagos para el tratamiento y control de
infecciones bacterianas. En el campo de la medicina, la fagoterapia comienza cuando Félix
d"Herelle utiliz6 Bacteriéfagos como tratamiento para la disenteria en humanos y pollos.
Después, Richard Bruynoghe y José Maisin, en 1921, utilizaron Bacteriéfagos en el
tratamiento de infecciones en la piel causadas por Staphylococcus spp. Asi mismo, en 1940
en Estados Unidos la empresa Eli Lilly comenzé la produccion de siete lisados fagicos para
uso humano. A pesar del éxito de la fagoterapia en esa época, factores como la falta de
conocimiento sobre la biologia de los Bacteri6fagos, procedimientos para demostrar que
los Bacteriéfagos utilizados terapéuticamente eran liticos y tecnologia para garantizar que
los Bacteriofagos no estuvieran contaminados con restos celulares bacterianos, asi como
la aparicion de los antibidticos propiciaron que la fagoterapia fuera desplazada

(Sulakvelidze y cols 2001; Fernandez y cols, 2004; Prada Pefaranda y cols, 2015).

Debido a actual y creciente aparicion de cepas multiresistentes a una amplia gama de
antibioticos, la fagoterapia ha sido retomada en el campo de la medicina como una
alternativa en la profilaxis y tratamiento de infecciones por bacterias; en la industria
agropecuaria, la fagoterapia se ha utilizado para garantizar la seguridad de los alimentos
permitiendo la eliminacién de infecciones bacterianas en los animales evitando asi el

consumo de alimentos contaminados (Gabard y Jault, 2015; Domingo y Delgado, 2018).

3.6.1 Formulaciones a base de Bacteriofagos

Los avances biotecnoldgicos han contribuido a que el conocimiento sobre la biologia de los
Bacteri6fagos sea mayor y permita mejorar los procedimientos para su produccion y
conservacion. En la actualidad, distintas empresas comercializan y/o desarrollan productos
a base de Bacteriéfagos. Incluso algunos productos como ListShield™, EcoShield™ vy
SalmoFresh™ de la empresa Intralytix y Salmonelex® de la empresa Micreos Food Safety,
han sido aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en
ingles) para su utilizacién en procesos de produccién de alimentos (Gabard y Jault, 2015;

http://www.micreos.com/; http://www.intralytix.com/).
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Los productos a base de Bacteriéfagos se encuentran en diversas formulaciones que van
desde Bacteriéfagos liofilizados en aerosol o spray nasal, tabletas, crema, pomada y
soluciones de uso tdpico, utilizando titulos desde 10° hasta 10* sin reportes de efectos
adversos o reacciones alérgicas asociadas con su uso (excepto hipersensibilidad a alguno
de los componentes de las formulaciones), probablemente porque los Bacteriéfagos son
extremadamente comunes en el ambiente (Kutateladze y Adarnia, 2008; Mahony y cols,
2011; Haq y cols, 2012; Gabard y Jault, 2015; Kutateladze, 2015).

Se sabe que las soluciones a base de Bacteri6fagos presentan una estabilidad limitada,
debido a la pérdida significativa en el titulo del Bacteriéfago durante el procesamiento y el
almacenamiento, lo cual representa una problemética ante la comercializacion de los
Bacteriéfagos como productos farmacéuticos. Actualmente diversos investigadores se han
enfocado en obtener formulaciones sélidas que contenga Bacteri6fagos como principio
activo, evitando asi la pérdida del titulo fagico, ademas de permitir administrar Bacteriéfagos
por via oral, manteniéndolos protegidos durante su paso a lo largo del tracto gastrointestinal

y ser liberados principalmente en el intestino delgado (Malik y cols, 2017).

El uso de biopolimeros para el desarrollo de formulaciones a base de Bacteridéfagos se ha
incrementado. La empresa Polymer-pharm y el Instituto Eliava desarrollaron una pelicula a
base de polimeros biodegrables que contiene diversos Bacteriéfagos (Figura 8). Por otro
lado, investigadores del Departamento de Genética y Microbiologia de la Universidad
Auténoma de Barcelona y el Instituto de Nanobiologia y Nanotecnologia de Catala con la
finalidad de mejorar la estabilidad de Bacteriéfagos a pH estomacal, encapsularon tres
fagos morfolégicamente diferentes en liposomas para su administracion por via oral,
determinando pérdidas de 4.8, 5.4 y 3.7 unidades logaritmicas para cada uno de los
Bacteri6fagos encapsulados tras ser expuestos a pH = 2.4 durante 60 min (Kutateladze y
Adarnia, 2008; Colom y cols, 2015)
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Figura 8. Uso de una pelicula polimérica conteniendo Bacteriéfagos para eliminacion de una
infeccion bacteriana
Obtenida de http://www.intralytix.com/index.php?page=hum

3.7 Polimeros utilizados en laindustria farmacéutica

Los polimeros son moléculas organicas de cadena larga ensambladas a partir de muchas
moléculas mas pequefias llamadas mondémeros, se obtienen de fuentes naturales o
sintéticas. Dentro de las propiedades que poseen destacan la biocompatibilidad, estabilidad
guimica, resistencia mecanica, biodegradabilidad y baja toxicidad (Rubio y Guerrero, 2012;
Neira y cols, 2013; Rojas y cols, 2008).

Fueron incluidos oficialmente en el campo farmacéutico en 1980 en la Farmacopea
Americana USP XX, desde entonces han jugado un papel importante en la preparacion de
productos farmacéuticos. Sus aplicaciones abarcan desde la fabricacién de diversos
materiales de envasado de farmacos hasta su uso como aglutinantes en tabletas, agentes
espesantes en liquidos, suspensiones y emulsiones, y como recubrimientos de pelicula
para enmascarar sabores, mejorar la estabilidad y como sistemas de liberacion modificada

de farmacos (Rojas y cols, 2008; Chauhan y cols, 2016).

Las propiedades de los polimeros y la aceptacion de su uso por la FDA en Estados Unidos
de América han permitido en la Ultima década un aumento en la encapsulacion de diversos
farmacos utilizando polimeros naturales dentro de los que destacan colageno, gelatina,
gluten de trigo; lipidos como ceras y acidos grasos y polisacaridos como el quitosano,
celulosa, pectina y alginato. La Tabla 3 resume las aplicaciones farmacéuticas de algunos

polimeros (Rubio y Guerrero, 2012; Neira y cols, 2013).
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Tabla 3. Polimeros y sus aplicaciones farmacéuticas

Clasificacion Nombre del polimero Aplicacion en la industria farmacéutica

Floculante, coagulante y agente de

Poli (oxido de etileno) hinchamiento

Polimeros Poli (vinilpirrolidona) | Granulacién de tabletas
sinteticos
solubles en agua | Poli (alcohol vinilico)

Envases solubles en agua, aglomerante y
recubrimiento de tabletas

Poli (etilenglicol) Plastificante y base para supositorios
Polimeros
biodegradables Acido lactico- co- Entrega de proteinas, uso en micro Yy
insolubles en glicélico nanoparticulas
agua
Glicolato de almidon | Desintegrante para comprimidos y capsulas
: sodico en administracion oral
Polimeros a - . Z
s Glidante, diluyente en tabletas y capsulas,
base de almidon s : - .
Almidén desintegrante en comprimidos y cépsulas, y

aglutinante de comprimidos.
Portador de farmacos en nano vy
microparticulas.
Liberacién modificada de farmacos y agente
viscosante
Aplicaciones de administracion controlada de
Quitosan farmacos y formas de dosificacion
mucoadhesivas.
Hidrocoloides . Aplicaciones de administraciéon convencional
Pectina .

de farmacos
Elaboracion de medicamentos orales vy
tdpicos, agente espesante en cremas y geles,
agente estabilizante para emulsiones de
aceite en agua,; aglutinante y desintegrante

Plasticos Policianocrilato

Carragenina

Alginato

Modificada de Chauhan y cols, 2016
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3.8 Alginato

Los alginatos son polisacéridos lineales extraidos de algas marrones principalmente de las
especies Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera. Se
encuentran compuestos de dos tipos de monosacaridos: el &cido manurénico y el &cido
glucordnico, éstos monosacaridos se agrupan formando homopolimeros denominados
blogues G (-GGG-) y bloques M (-MMM-) o heteropolimeros en donde los bloques My G
se encuentran alternados. La composicién en la secuencia de los monosacaridos y el peso
molecular son determinantes en las propiedades mecanicas del alginato. Se sabe que, sila
estructura polimérica se encuentra formada mayormente por bloques G, el gel obtenido es
duro y fragil, por otro lado, si contiene mayor cantidad de bloques M, el gel formado es
suave Y elastico. El contenido de cada uno de estos bloques depende del tipo de alga y su

grado de desarrollo (Junter y Vinet, 2009; Lupo y cols, 2012; Avedafo y cols, 2013).

La viscosidad de las soluciones depende de la longitud de la molécula de alginato, a mayor
longitud de cadena mas alto es el valor de la viscosidad. Por otra parte, la solubilidad en
agua depende del tamafio de particula, las particulas pequefias se hidratan con mayor
rapidez, pero pueden aglomerarse, mientras que particulas grandes son mas faciles de
dispersar y suspender, pero su hidratacién es lenta (Lupo y cols, 2012; Avedafio y cols,
2013).

Los alginatos son comercializados en forma de sales hidrosolubles, purificadas, en tres

diferentes calidades. (Junter y Vinet, 2009).

» Calidad técnica. Productos que pueden contener cierta proporcién de celulosa, de
color que varia desde el blanco a amarillo marrén.

» Calidad alimentaria. Productos completamente libres de celulosa, de coloracion
blanca o ligeramente amarilla.

> Calidad farmacéutica. Productos blancos, libres de celulosa.
El uso de los alginatos se debe principalmente a las propiedades descritas a continuacion.

» Espesante. El alginato aumenta la viscosidad de las soluciones donde se disuelve,
por ello, es utilizado como estabilizante de emulsiones, suspensiones y espumas a

concentraciones de 0.25% a 0.5%. La capacidad del alginato como estabilizante se
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mide en funcion de su grado de polimerizacion, entendida como la cantidad de
mondmeros presentes en el polimero, (Avedafio y cols, 2013; Rinaudo, 2014).

> Habilidad de formar geles. La formacion del gel se inicia al contacto de una solucion
de sal de alginato y una fuente de ciertos cationes (principalmente el calcio) como
consecuencia se produce un reordenamiento estructural del alginato formando
mediante el proceso de gelificacion idnica, dando lugar a geles de tipo quimico, no
reversibles al calentarlos, de gran tension superficial y de dureza variable segun el
peso molecular del alginato. El grado de gelificacion depende de la hidratacion del
alginato, la concentracion del ion calcio y la proporcién de acido glucorénico (Lupo
y cols, 2012; Avedafio y cols, 2013).

Los alginatos han sido ampliamente utilizados para la encapsulacion de microorganismos
probiéticos e inmovilizacion de células y enzimas mediante la técnica de gelificacion ibnica
(Lupo y cols, 2012).

3.8.1 Gelificacion idnica

Es una técnica utilizada ampliamente debido a la sencillez de su preparacion a nivel
laboratorio. La encapsulacién por gelificacion idnica puede proteger el interior de la matriz
polimérica de diversas condiciones como: pH, temperatura, disolventes organicos y

contaminacion (Avedario y cols, 2013; Rinaudo, 2014).

Para esta técnica se utiliza principalmente alginato combinado con iones divalentes de Ca?*
para inducir la gelificaciébn. Para dar explicacion a las propiedades gelificante de los
alginatos al reaccionar con sales calcicas, Grant propuso en 1973 el “modelo de caja de
huevo” (Figura 9), donde se observa que el proceso de gelificacion se lleva cabo
instantaneamente al entrar en contacto el alginato con los iones Ca?*. Cabe sefialar que es
posible manipular la dureza del gel formado modificando algunas condiciones de
elaboracion, por ejemplo: pH, concentracion de iones y concentracion de alginato (Hjorth y

Karlsen cols, 2002; Lupo, y cols, 2012).
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alginato H,0 | Ca%*

hidrogel k8 COO J

Figura 9. Modelo de caja de huevo propuesto por Grant
Obtenida de Kuhbeck y cols, 2015

La gelificacion ionica se lleva a cabo mediante dos procesos: la gelificacion ionica externa
y la gelificacién ionica interna; teniendo como unica diferencia la cinética del proceso (Lupo
y cols., 2012).

e La gelificacién ibnica externa se lleva a cabo cuando la solucion de alginato es
afadida a una solucién de iénes calcio. Los ibnes Ca?" saturan la superficie y
dezplanzan al sodio proveniente de la sal de alginato, por ende la formacion del gel

avanza hacia el interior (Avedafio-Romero y cols., 2013).

e La gelificacion i6nica interna se lleva a cabo cuando los iénes Ca?* son afadidos
desde una fuente insoluble en la solucién de alginato. En este caso, las sales de
calcio empleadas son: carbonato de calcio y fosfato tricalcico, ademas de un acido
organico como el acido acético que permita la acidificacion del medio para solubilizar
los ibnes calcio y llevar a cabo la formacion del gel (Lupo y cols, 2012; Avedafio y
cols, 2013).
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3.8.2 Liberacion a partir de sistemas de alginato

La liberacion de principios activos contenidos en esferas de alginato se produce
principalmente por difusion a partir del proceso "hinchazén-disolucion-erosion”. Tras
exponer las esferas de alginato con el medio de disolucion, el gradiente de presion que
existe entre ambos aumenta, lo que provoca la hidratacién, hinchamiento y disolucién de la
membrana o pelicula polimérica permitiendo la liberacién del principio activo hacia el

exterior, como se muestra en la Figura 10. (Hjorth y Karlsen, 2002).

Hidratacién e
hinchamiento

Principio activo

Inicia la liberacién
del principio activo

Contacto con agua T
g por difusién

Pelicula polimérica
de alginato

El tamaiio de la
particula se reduce

La presion se regula. Evitando asi la
liberacion completa y controlando de
esta manera la difusion

Figura 10. Representacion gréfica del proceso de liberacidn a partir de sistemas de alginato
Modificada de Rojas y cols, 2008

Por otro lado, la presencia de moléculas activas como enzimas o concentraciones de
acido/base sobre el gel, modifican el proceso de “hidratacion e hinchamiento”. Por ello, bajo
condiciones acidas, por ejemplo: el estbmago, la hinchazén de las perlas de alginato
entrecruzado con calcio es nula por lo que no se permite la liberacién del farmaco, mientras
gue, bajo condiciones neutras, por ejemplo: intestino, las perlas tienden a hincharse y la

liberacién del farmaco depende del proceso disolucién-erosién (Hjorth y Karlsen, 2002).

En trabajos previos el Bacteriéfago Si ha sido encapsulado con alginato a partir de la técnica

de gelificacién i6nica (Gémez-Garcia y cols, 2016).
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3.9 Generalidades del Bacteriofago S;

El Bacteriofago S: (Figura 11) fue aislado de aguas residuales de la ciudad de Cuernavaca
Morelos y caracterizado en el Laboratorio 9 de Microbiologia y Parasitologia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Es especifico para Salmonella entérica
serovar enteritidis y se clasificé dentro la familia Myoviridae, mide 200 nm de longitud y 50
nm de diametro. Estructuralmente se compone de capside, cuello, cola contractil, lamina
basal y espiculas. Posee ADN de cadena doble como material genético y pierde
significativamente su capacidad litica cuando se expone a radiacion Ultravioleta (UV) por
periodos superiores a los tres minutos, temperaturas mayores a 50°C y valores pH inferiores

a 3.0 y mayores a 9.0 (Segundo-Arizmendi y cols, 2017; Segundo-Arizmendi, 2016).

En trabajos previos, el Bacteri6fago S: ha sido encapsulado a partir de la técnica de
gelificacion idnica, utilizando alginato calidad técnica al 2% p/vy CaCl; al 2% p/v obteniendo
esferas con tamafio desde 3.68 hasta 3.77 mm, determinado que en el proceso se pierde

una unidad logaritmica del titulo fagico (Gémez-Garcia, 2016).

Figura 11. Micrografia electronica de transmision del Bacteriéfago Si
Obtenida de Segundo Arizmendi, 2016
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4. ANTECEDENTES

Las investigaciones en el campo de la medicina para el uso de Bacteri6fagos como
tratamiento comienzan con el descubrimiento de Félix d"Herelle sobre la capacidad que
tienen los Bacteri6fagos de provocar lisis bacteriana (Clark, 2006). A partir de ese momento,
fue tan grande el éxito de la la fagoterapia que el Instituto Eliava en Georgia fundado en
1923 por Félix d'Herelle y George Eliava produjo cinco preparados fagicos que fueron
comercializados por la hoy conocida empresa L Oreal Paris y en 1940 la empresa
estadounidense Eli Lilly comenzé la produccién de siete lisados fagicos para uso humano.
A pesar de esto, las problematicas que surgieron en este tiempo con respecto al poco
conocimiento que se tenia sobre la biologia de los Bacteriéfagos, la falta de procedimientos
para demostrar que los Bacteriéfagos utilizados terapéuticamente eran liticos y la aparicion
de los antibiéticos hicieron que la fagoterapia quedara en el olvido (Sulakvelidze, y cols
2001; Garcia y Lopez, 2002).

El resurgimiento de la fagoterapia como tratamiento de enfermedades infecciosas de origen
bacteriano en los Ultimos afios se debe a la creciente aparicion y propagacion de cepas
resistentes a multiples antibiéticos. Los avances actuales de la fagoterapia se fundamentan
en la identificacion, caracterizacion, desarrollo y produccién de nuevos productos a base de
Bacteriéfagos liticos especificos contra bacterias patdgenas; para el caso particular de
Salmonella enterica, los Bacteriéfagos se han utilizado como tratamiento de infecciones
producidas por las serovariedades mas prevalentes, en la Tabla 4, se mencionan algunos
ejemplos. Los Bacteriofagos han sido administrados por via oral, topica, intravenosa e
intrapleural, en formulaciones que van desde Bacteriéfagos liofilizados, aerosoles, tabletas,
cremas, pomadas o soluciones de Bacteri6fagos para uso tépico, utilizando titulos desde
10° hasta 10, sin reportes de efectos secundarios o reacciones alérgicas asociadas con
Su uso, probablemente porque los Bacteriéfagos son extremadamente comunes en el

ambiente. (Hernandez, y cols, 2011; Kutateladze y Adarnia, 2008)
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Tabla 4. Productos a base de Bacteriofagos contra Salmonella spp.

Empresa

Producto (s)

Descripcion

Biochimpharm JSC

Thilisi, Georgia.

(http://biochimpharm.all.biz/)

Lisado fagico que contiene un coctel de
Bacteriofagos, y es utilizado en el tratamiento y
profilaxis de infecciones causadas por

Phagetsy™ _ _
bacterias como  Shigella, Salmonella,
Escherichia coli, Pseudomona y
Staphylococcus.
Liofilizado de un coctel de Bacteridfagos
especificos contra Salmonella paratyphi A,
Salmonella paratyphi B, Salmonella
typhimurium, Salmonella heidelberg,
Phagesal™ Salmonella choleraesuis, Salmonella

oranienburg, Salmonella infantis, Salmonella
newport, Salmonella dublin, Salmonella
anatum, Salmonella newlands y Salmonella

enteritidis

Micreos Food Safety

Paises Bajos

(http://lwww.micreos.com/)

Salmonelex®

Lisado fagico especifico para la eliminacion de
Salmonella en los alimentos, en 2013 fue
aprobado por la Food and Drug Administration

(EDA) para su utilizacion en procesos de
produccion de alimentos.

Intralytix

Estados Unidos

(http://www.intralytix.com/)

SalmoLyse®

Preparacion fagica utilizado para la eliminacién
de algunos serotipos de Salmonella entérica
en procesos de molienda de carnes rojas y
aves de corral, la_FDA lo clasifica _como

Generalmente  Reconocido _como _Seguro

(GRAS, por sus siglas en ingles) para su uso

directo sobre: aves de corral, pescados y
mariscos, frutas y verduras frescas.

PLSV-1™

Preparacion fagica en desarrollo, para
aplicaciones en veterinaria contra Salmonella

spp.

Modificada de Gabard y Jault, 2015.

37




Los estudios realizados para determinar la disminucién de Salmonella spp. van desde la
aplicacion de cocteles fagicos en piel de pollo hasta la evaluacion de productos aprobados
por la FDA. Por ejemplo, la investigacion llevada a cabo por Soffer y cols 2016, quienes
evaluaron la efectividad del producto SalmoLyse®, una preparacion de Bacteri6fagos
pulverizados especificos contra Salmonella aplicados directamente sobre alimentos crudos
como carne de pavo, pollo, lechuga, melon; determinando la reduccion de una o mas cepas
de Salmonella en un 60 y hasta un 92% en diferentes productos carnicos (Kelly, y cols,
2002;Greer, 2005; Bielke, y cols, 2007; Soffer, y cols 2016).

Anteriormente, la obtencion de un producto en estado sélido con Bacteri6fagos como
principio activo era dificil de considerar, dado que se necesitaba de excipientes que
resguardaran y protegieran al Bacteriéfago a lo largo del tracto gastrointestinal para ser
liberado principalmente en el intestino delgado. Sin embargo, recientemente se han
realizado investigaciones para desarrollar formas farmacéuticas sélidas para la
administracién de Bacteriéfagos por via oral, a partir de sistemas que garanticen la
resistencia de los Bacteriéfagos a las condiciones gastricas (Ackermann, 2001; Hernandez,
y cols, 2011; Sillankorva, y cols, 2012; Choihska y cols, 2015).

Entre los diversos estudios reportados sobre la encapsulacion de Bacteriéfagos con

biopolimeros destacan los siguientes.

El trabajo de Yongsheng y cols (2008) quienes determinaron la eficacia de encapsulaciéon
del Bacteriéfago Félix O especifico para Salmonella. Tras partir de un titulo inicial de 108
UFP/ml el Bacteri6fago fue encapsulado en microesferas de alginato de baja viscosidad a
una concentracién de 2.2 % (p/v) y recubiertas con quitosano a una concentracion de 0.4
% (p/v). La eficacia de encapsulacion obtenida fue del 93.3%, ademas se demostré que
tras la exposicion de las microesferas en pepsina ajustada a pH 2.4 y después de 60 min

de incubacién los recuentos del Bacteri6fago disminuyeron en 2.58 unidades logaritmicas.

Asi mismo, Moghtader y cols (2017) con la finalidad de aumentar la estabilidad y controlar
la liberacién encapsularon al Bacteriéfago T4 en microesferas alginato al 2 % (p/v), con un
tamafo de 900-950 um y recubiertas con quitosano 6 polietilenimina. La eficacia de
encapsulacion obtenida fue 90 % = 5 %, demostrando ademas en ensayos in vitro que las
microesferas redujeron significativamente la pérdida del Bacteriéfago cuando se exponen a

pH &cido.

38



Por otro lado, Wernicki y cols (2017) resumen una amplia variedad de trabajos enfocados
en el uso de la Fagoterapia en el sector avicola, demostrando que el uso de Bacteriéfagos
en aves de corral es eficaz para reducir el nimero de patégenos de Salmonella que
colonizan el tracto digestivo. Por ejemplo: el trabajo de Andreatti Filho y cols (2007) quienes
demostraron que la administracion via oral de un coctel de Bacteriéfagos seleccionados
ayudo a prevenir la colonizacion de cepas de Salmonella enteritidis en aves de corral.
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5. JUSTIFICACION

Dentro de las enfermedades de transmision alimentaria, la salmonelosis representa un
problema de salud a nivel mundial tanto en humanos como en animales, incluidas las aves
de corral. Debido a la incidencia e incremento de cepas de Salmonella resistentes a
antibiéticos incluidas las fluoroquinolonas, la OMS ha declarado como prioridad elevada la

investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos contra esta cepa bacteriana.

En trabajos previos, el Bacteriéfago S: fue aislado y caracterizado en el Laboratorio 9 de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos,
determinando que es un fago litico y especifico para Salmonella entérica serovar enteritidis,
gue pierde significativamente su capacidad litica cuando se expone a pH menor a 3.0 y
mayor a 9.0. Asi mismo, el Bacteriéfago S; fue encapsulado en esferas de alginato al 2 %
(p/v) con un tamafio desde 3.68 hasta 3.77 mm, se demostré en ensayos in vitro que la

capacidad infectiva del Bacteri6fago no se ve afectada por el proceso de encapsulacion.

El presente trabajo se enfocd en obtener un sistema de entrega via oral capaz de brindar
proteccion al Bacteriéfago S tras su paso por el tracto gastrointestinal del modelo Gallus

gallus domesticus permitiendo la liberacion en duodeno y ciegos.
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6. HIPOTESIS

Si las matrices poliméricas del alginato obtenidas por el método de gelificacion iénica son
capaces de recubrir y liberar al Bacteriéfago S, entonces, dicho sistema sera capaz de
funcionar como alternativa eficaz en el tratamiento de salmonelosis en el modelo Gallus

gallus domesticus.
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7. OBJETIVOS

7.1 General

Evaluar la efectividad de esferas de alginato conteniendo al Bacteriéfago S: litico para
Salmonella enteritidis, en el modelo Gallus gallus domesticus como posible tratamiento de

salmonelosis.

7.2 Particulares

1. Determinar la viscosidad de soluciones de alginato al 2% realizadas con dos

alginatos comerciales.

2. Determinar la eficacia de encapsulacion del Bacteri6fago S: en cada uno de los dos

alginatos usados.
3. Determinar la liberacién del Bacteriéfago S; a pH intestinal mediante ensayos in vitro.

4. Evaluar la liberacion del Bacteriofago Si: en un modelo In vivo empleando pollos

(Gallus gallus domesticus).

5. Evaluar la eliminacion de Salmonella enteritidis en un modelo In vivo empleando
pollos (Gallus gallus domesticus) tratado con esferas de alginato conteniendo

Bacteriéfago Sa.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental del presente trabajo se esquematiza en la Figura 12.

Alginato 1 Alginato 2
| J

{

Elaborar soluciones al 2%

\
Determinar viscosidad

y

——> Formulacion de esferas

Suspension del
Bacteriofago

Determinar

v v
% de encapsulacion % de pérdida
Liberacion
\ v
in vivo (Gallus in vitro (pH 6.9)

gallus domesticus)

!

Eliminacion
de Salmonella
enteritidis

Figura 12. Diagrama general de trabajo
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9. MATERIALES

9.1 Biolbgicos

Cepa indicadora. Salmonella entérica serovar enteritidis obtenida de aislado clinico de
pollo, donado por Departament of Poultry Science, University of Arkansas.

Bacteriéfago Si. Obtenido y aislado de aguas residuales de la ciudad de Cuernavaca
Morelos, identificado en el laboratorio 9 de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Farmacia de la UAEM.

Modelo In vivo. Pollos domésticos (Gallus gallus domesticus) obtenidos de la
comercializadora “Granja Cuevas”, ubicada en Tolteca, Estado de México; los cuales se

mantuvieron en el animalario de la Facultad de Farmacia, UAEM.

9.2 No bhioldgicos

Alginato. Se utilizaron dos alginatos grado técnico de marcas comerciales diferentes, los

cuales se denominaron arbitrariamente como 1y 2.

9.3 Soluciones

Solucién Salina fisioldégica: se prepard utilizando cloruro de sodio (NaCl) a una
concentracion de 0.85 %, se mezcld perfectamente y esterilizé en autoclave durante a 121

°C durante 15 min, finalmente se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

Soluciones de alginato: en 100 ml agua previamente calentada se afiadié lentamente 2 g
de alginato de sodio de dos diferentes marcas comerciales, la solucion se mantuvo en
agitacion constante hasta la completa disolucion del alginato. Posteriormente se esterilizé
en autoclave a 121 °C durante 15 min, se someti6é a prueba de esterilidad y se almacené a

temperatura ambiente hasta su uso.

Solucién de Cloruro de Calcio (CaCly): Se agregaron 2 g de CaCl;a 100 ml de agua
destilada se homogenizo y se esterilizé en autoclave a 15 libras de presién, 121 °C durante

15 min finalmente, se almacené a temperatura ambiente hasta su uso.
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10. METODOS

10.1 Propagacion del Bacteridéfago S;

El proceso de propagacion del Bacteriéfago S fue realizado con base en la estandarizacion

realizada en el laboratorio 9 de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia de

la Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Se inocularon 500 pl de un cultivo de 24

h de cepa indicadora por cada 10 ml de TSB estéril y se incubo a 37 °C durante 120 min

con agitacion a 120 rpm utilizando una incubadora con agitacion orbital marca Lumistell

modelo 1SO-45. Al término de este lapso, se infect6 el cultivo con el Bacteriéfago S:

utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 e incubando nuevamente a 37 °C en

agitacion a 120 rpm durante 5 h. Posteriormente, el cultivo se centrifugé a 3500 rpm durante

15 min en una centrifuga modelo Centrificient V1 marca CRM Globe, el sobrenadante fue

recuperado y filtrado con membranas estériles de tamafio de poro 0.45 um (Figura 13).

.

Cultivo de
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Inocular Infectar

ﬂOI:\
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TSB min Fago S1
estéril agitacion
(120rpm) a
! 37°C
,;l Centnfugar QHrantech
3500 rpm
durante
15min Nuevas progenies
fagicas

Filtrar

Figura 13. Método de propagacion del Bacteriéfago S
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10.2 Determinacion del titulo fagico

La determinacion del titulo fagico se llevé a cabo mediante la técnica de vaciado en doble
placa reportada por Adam en 1959.

Por un lado, se ajusté la cepa indicadora a una concentracion de 1.6X108 UFC/ml, por otro
lado, se llevo a cabo diluciones seriales decimales del Bacteriéfago con un volumen final de
5 ml. Posteriormente se colocaron 100 pl de la dilucién y 100 ul de la cepa ajustada en
tubos que contenian tres mililitros de agar blando previamente licuado, la mezcla fago-
bacteria se homogenizo y coloco por duplicado en cajas Petri que contenian 20 ml de agar
soya tripticaseina (TSA), se incubé a 37°C durante 24 h (Figura 14). Posteriormente se

contabilizé las UFP/ml y se determind el titulo fagico mediante la Ecuacion 1.

Diluciones decimales del bacteriofago

2YaYaYaYaYa

ANNN

Squcuon salina 0.85% esteril

%\} Colocar en

Volumen
final= Sml

Muestra de
Fago S,

dilucion por
duplicado

\ Sembrar cada

3|

| & Agar blando
licuado y
s / homogenizar Y. 1x10° UFC Salmonella
100u! de dilucion i
Vaciar e incubar las cajas a 37°C del fago enteritidis

por 24 h.

Figura 14. Método de sembrado en doble placa
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L L Y
Titulo = (# de Placas) (dilucién/ \alicuota)

Ecuacion 1. Férmula para determinar el titulo bacteriano
Donde:

# de placas= Promedio de las UFP contabilizadas
(1/dilucién) = Inverso de la dilucién en la que se obtuvieron entre 25y 250 UFC

(1/alicuota) = Inverso de la alicuota sembrada en la caja de Petrien 1 ml.

10.3 Determinacion de la viscosidad de las soluciones de alginato

Se preparé tres diferentes lotes de soluciones de alginato 1 y 2 como se describe en el
punto 9.3. La viscosidad se determiné empleando un viscosimetro marca Brookfield modelo
DV3-T utilizando una aguja nUmero 34 con agitacion a 150 y 120 rpm para el alginato 1y 2

respectivamente; tomando lecturas cada 24 h durante 5 dias.

10.4 Proceso de obtencidn de esferas conteniendo al Bacteriéfago
S1

Para cada alginato, se prepar6 50 ml de solucibn a una concentracion de 2% plv,
posteriormente se afiadi® 15 ml de Bacteriéfago S: propagado, la mezcla alginato-
Bacteriéfago se homogenizé y vacioé en un embudo de separacion afadiendo por goteo a
una solucién estéril de CaCl; al 2 % p/v, provocando asi la formacién de esferas, éstas
fueron decantadas y lavadas con agua destilada estéril para eliminar el exceso de CaCls.

Posteriormente se secaron a temperatura ambiente por una hora y se almacenaron a 4 °C.
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10.5 Determinacion de la eficacia de encapsulacién

En condiciones asépticas, se colocd en un mortero estéril una muestra de 1 g de perlas
obtenidas con cada uno de los alginatos y 2 ml de solucién salina estéril al 0.85 %, se
macerd durante 10 min. Posteriormente, el macerado se colocé en un tubo estéril y
centrifugd a 3500 rpm durante 1 min. Se determind por duplicado el titulo del Bacteriéfago
contenido en las perlas y el control (Bacteriéfago propagado) mediante la técnica en vaciado
en placa. Finalmente se determind la eficacia de encapsulacion mediante la Ecuacion 2

reportada por Boggionea y cols (2017).

(Cantidad UFP obtenido)(Cantidad de lote)
Cantidad de UFP original

Eficacia de encapsulaciéon = (100)

Ecuacién 2. Férmula para determinar la eficacia de encapsulacion
Donde:
Cantidad de UFP obtenido: Es la concentracién del Bacteriéfago Si presente en el gramo

de esferas maceradas
Cantidad de lote: Es el peso total de las esferas por lote producido

Cantidad de UFP original: Es la concentracion de Bacteriéfago S; inicialmente utilizada para

realizar las esferas de alginato.

10.6 Determinacion de la pérdida del Bacteriofago

Con la finalidad de determinar la presencia del Bacteriéfago S; en la solucién gelificante
posterior a la formacién de esferas de alginato; se tomaron 50 pl de la solucién de CaCl,
previamente utilizada en el proceso de gelificacion i6nica y se colocaron por triplicado en
caja petri conteniendo agar soya tripticaseina previamente inoculada con Salmonella
enteritidis, las cuales se incubaron a 37 °C durante 24 h, para observar la presencia de

zonas liticas.

Posteriormente se realizaron diluciones seriales de la solucién de CaCl,y agua de lavado

utilizadas previamente en el proceso de obtencién de perlas, mientras que, para el material
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empleado (matraz y embudo) se enjuago con 20 ml de solucién salina estéril. Finalmente,
se determiné la cantidad de Bacteriofago contenido en la solucion de lavado y material
mediante la técnica en vaciado en placa, para proceder a determinar la pérdida de
encapsulacion mediante la ecuacion 3 reportada por Boggionea y cols (2017)

(Cantidad UFP recuperado)

Pérdi o 1
érdida de encapsulacion (Cantidad de UFP original) x 100

Ecuacion 3. Férmula para determinar la pérdida de encapsulacion

Donde:

Cantidad de UFP recuperado: Es la suma de concentracion del Bacteriéfago S: presente

en el material y soluciones utilizadas

Cantidad de UFP original: Es la concentracion de Bacteriéfago S; inicialmente utilizada para

realizar las esferas de alginato.

10.7 Determinacion de la liberacion del Bacteriofago S; a pH 6.9

mediante ensayos in vitro

Se tomd 1 g de esferas de alginato y se colocd en un vaso de precipitado junto con uno y
diez gramos de perlas de vidrio estériles, se agregd 20 ml de solucién salina estéril al 0.85%
ajustada a pH 6.9 y se mantuvo en agitacién durante 24 h. Con la finalidad de determinar
la presencia de Bacteri6fago, se tomo6 una muestra de 20 ulalas 0, 8, 16 y 24 h, las cuales
fueron inoculada por duplicado en cajas Petri gue contenian la cepa indicadora, finalmente

las cajas se incubaron durante 24 h a 37 °C.
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10.8 Evaluacién de la liberacion del Bacteriofago S; en modelo in

vivo (Gallus gallus domesticus)

Para este ensayo se utilizaron un total de 8 pollos de un mes de nacidos obtenidos de la
comercializadora “Granja Cuevas”, ubicada en Tolteca, Estado de México, éstos se
mantuvieron en el animalario de la Facultad de Farmacia, UAEM. A cada uno de los pollos
se administré un gramo de esferas de alginato 1 contenido Bacteriéfago S; con un titulo de
4.9x10° Posteriormente, se sacrificaron arbitrariamente dos pollos a las 1, 3, 5y 18 h
posterior a la administracién. Finalmente, se llevé a cabo la busqueda de perlas de alginato
en el tracto gastrointestinal (TGI) de los pollos y la evaluacién de la presencia del
Bacteriéfago Sien el buche, la molleja, los ciegos y el duodeno de los pollos mediante

prueba de gota.

10.9 Eliminacion de Salmonella enterica serovar enteritidis en

modelo in vivo (Gallus gallus domesticus)

10.9.1 Recepcion y acondicionamiento de los animales

Para este ensayo se utilizaron un total de 30 pollos domésticos de un mes de nacidos, a su
llegada fueron distribuidos en 5 grupos (n=6) como se indica en la Tabla 4. Todos los grupos
se mantuvieron en fase de acondicionamiento durante siete dias suministrandoles alimento

comercial de crecimiento y agua ad libitum.

Con la finalidad de garantizar que los pollos se encontraran libres de Salmonella en el
ensayo In vivo, a su llegada al animalario se muestrearon mediante la obtencién de
hisopados cloacales que fueron sembrados en placas Petri conteniendo Agar Eosina y Azul
de Metileno (EMB) y se incubaron a 37°C durante 24 h, para posteriormente identificar las
bacterias presentes mediante la determinacién de morfologia y pruebas bioquimicas

primarias.
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10.9.2 Infeccién de Gallus gallus domesticus con Salmonella enteritidis

Al término de la fase de acondicionamiento y tras determinar la ausencia de Salmonella
spp., los grupos indicados en la Tabla 5 fueron infectados durante dos dias por via oral
mediante sonda nasogastrica pediatrica, se administré un mililitro de cultivo de Salmonella
entérica serovar enteritidis a una concentracion de 4x10° el primer dia y 4x10” UFC/ml el
segundo dia, por otro lado, al tercer dia se suministré en el alimento 25 ml de bacterias con
un titulo de 1x108 UFC/ml. Para garantizar la presencia de Salmonella entérica serovar
enteritidis se tomaron muestras de hisopados cloacales de todos los grupos a los dias 3, 5,
y 7 post infeccién, las cuales fueron sembradas en placas Petri conteniendo Agar
Salmonella — Shigella e incubadas a 37 °C durante 24 h.

Tabla 5. Registro de grupos para su infeccién

Infeccion Tratamiento
con Esferas de alginato
Grupo Salmonella | Antibiético conteniend?) al Esferas de
enteritidis Bacteriofago St alginato vacias
CRT NO NO Sl NO
ST Sl NO NO NO
ANT Sl Sl NO NO
EFS; Sl NO Sl NO
PLA Sl NO NO Sl
Nota: CRT= Grupo control, ST= Grupo sin tratamiento, ANT= grupo tratado con
antibidtico, EFS:1= Grupo tratado con Esferas de alginato conteniendo al Bacteriéfago
S1, PLA= Grupo tratado con esferas de alginato sin el Bacteriofago S:

10.9.3 Administracion del tratamiento para la eliminacion de la infeccién por

Salmonella enteritidis

Tras garantizar la infeccion de los grupos con Salmonella enteritidis se llevé a cabo la
administracion del tratamiento de la siguiente manera: el grupo CRT fue administrado con
un gramo de esferas de alginato 1 conteniendo Bacteriéfago S; con un titulo de 4.9x10° al
grupo ST no se administré ningln tratamiento, el grupo ANT fue administrado con
antibiotico Trimetroprim-Sulfametoxazol de uso veterinario afiadiendo 8 g de polvo en 4

litros de agua de acuerdo a las indicaciones del fabricante, para el grupo EFS; se administro
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con un gramo de esferas de alginato 1 conteniendo Bacteriéfago Si con un titulo de 4.9x10°
y el grupo PLA se administré 1 g de esferas de alginato sin contener Bacteriéfago. Todos

los grupos recibieron solo una toma de su tratamiento.

Finalmente, para observar la reduccion de Salmonella enteritica serovar enteritidis se
obtuvieron hisopados cloacales a las 24 y 48 h posteriores a la administracion para cada
uno de los grupos y fueron sembrados en placas Petri conteniendo Agar Salmonella —
Shigella e incubados a 37 °C durante 24 h. Por otro lado, se busco la presencia del
Bacteriéfago Sien las heces de pollo del Grupo 3 y Grupo control mediante la técnica de

prueba de gota.

10.9.4 Influencia del alginato en la eliminacion de Salmonella enteritidis

(ensayo in vitro)

Para determinar la influencia de las perlas de alginato en la eliminacion de Salmonella
enteritidis se montaron dos matraces erlenmeyer conteniendo 50 ml de TSB estéril, y se
inocularon con 2.5 ml de un cultivo de 24 h de Salmonella enteritidis, posteriormente se
incubd a 37 °C durante 120 min con agitacion a 120 rpm utilizando una incubadora con
agitacion orbital marca Lumistell modelo ISO-45. Al término de este lapso, al matraz 1 se
agrego un gramo de esferas de alginato sin Bacteriéfago S; y al matraz 2 un gramo de
perlas de alginato conteniendo al Bacteriéfago Si:. Los matraces se mantuvieron en parrilla
de agitacion a nivel 6 tomando muestras a las 24 y 48 h, las cuales se sembraron por
duplicado en cajas Petri conteniendo Agar Salmonella -Shigella mediante la técnica de
sembrado en césped, las cajas fueron incubadas durante 24 h a 37 °C para determinar

cualitativamente el crecimiento bacteriano.
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11. RESULTADOS

11.1 Determinacion de la viscosidad de las soluciones de alginato

El valor de la viscosidad de las soluciones de alginato al 2% de las dos marcas empleadas
se muestran en la Tabla 6 como el promedio de cinco mediciones de tres lotes diferentes
para cada marca. Podemos observar que a una temperatura promedio de 27 °C la

viscosidad del alginato 1 es menor que la del 2.

Tabla 6. Viscosidad de las soluciones de alginato

Alginato Viscosidad Limite Limite Torque Temperatura
promedio inferior superior promedio (°C)
(mPa*s)
1 192.408 165.271 219.54 47.67 + 11.95 27.9+0.8
2 241.420 233.206 249.633 48.38 + 3.02 27.6 0.5
Nota: Se utilizé una aguja #34 a una velocidad de 150 y 120 rpm para los alginatos
“17y “2” respectivamente

11.2 Determinacion de la eficacia de encapsulacion del

Bacteriofago S

La tabla 7 muestra la cantidad de Bacteriéfago recuperado tras la maceracién de las esferas
obtenidas con el alginato 1 y 2, demostrando que la eficacia de encapsulacion fue mayor

para el alginato 1 (31.20%) con respecto al alginato 2 (24.13%).
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Tabla 7. Eficacia de encapsulacion del Bacteriofago S; en esferas de alginato

Promedio de Promedio de UFP | Peso promedio Eficacia de
Alginato UEP original obtenido (UFP/ de lote de encapsulacion (%)
gramo de perla) perlas (9)
1 2.82x10™ 2.54x10° 34.63+25 31.20
2 3.05 x10° 2.23x10’ 33.0+2.7 24.13

11.3 Determinacion de la pérdida del Bacteriéfago S

Una vez determinada la eficacia de encapsulacion y con la finalidad de establecer los puntos
criticos del procedimiento de encapsulacion en donde pudiera perderse la carga fagica, se
procedié a determinar la pérdida del Bacteri6fago en el material y soluciones utilizadas.

Como primer paso, se realizdé una prueba de gota en la solucién de CaCl,. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 15, donde se evidencia la presencia del Bacteriéfago

S; a partir de la observacion de placas liticas (marcadas en rojo).

Figura 15. Presencia de zonas liticas correspondientes a la solucion de CaCl2 posterior a la
encapsulacion del Bacteriofago S:
A: Solucion de CacCl: utilizada en el proceso de encapsulacion con alginato 1.
B: Solucion de CacCl: utilizada en el proceso de encapsulacion con alginato 2.
C: Control negativo.
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Posteriormente, se llevo a cabo la cuantificacion fagica en el material y soluciones utilizados
los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 8, donde se aprecia que la mayor pérdida
del Bacteri6fago se da en el matraz utilizado para contener la mezcla fago-alginato. Por otro
lado, la Tabla 9 muestra que el alginato 1 presenta mayor porcentaje de pérdida con durante

el proceso de encapsulacion del Bacteriéfago Si

Tabla 8. Titulo fagico presente en material y soluciones utilizadas

durante la encapsulacion del Bacteriofago S:

Material o Solucién

Titulo fagico promedio obtenido (UFP)

Alginato 1 Alginato 2
Matraz 1.31x10'°+ 0.15 9.1x10°+ 0.15
Embudo 1.91x10°+ 4.22 1.61x10°+ 0.30

Solucién de CaCl;

5.16x10"+0.40

8.28x107+0.97

4.29x10%+ 0.40

3.70x10%+ 0.97

Agua de lavado

Tabla 9. Porcentaje de pérdida del Bacteriéfago S;con dos diferentes

alginatos
Promedio del titulo fagico Titulo fagico Porcentaje de

. - recuperado de Lo
Alginato | adicionado al proceso de . pérdida

encapsulacion (UFP) m_aterlal y (%)

soluciones (UFP)
1 1.50x10% 12.60%
1.19x10"

2 1.08x10% 9.07%

Finalmente, al analizarse la eficacia de encapsulaciéon (tabla 7), los titulos obtenidos para
material y soluciones (tabla 8) y el porcentaje de pérdida (tabla 9), se encontré que el
alginato 1 contenia mejor al Bacteriéfago, por ello se decidié continuar con éste en los

subsecuentes experimentos.
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11.4 Evaluacién de la liberacion del Bacteriéfago S; a pH 6.9 en

modelo in vitro

Como se menciond en el apartado de metodologia, la evaluacion de la liberacion in vitro del
Bacteriéfago contenido en las esferas de alginato se realizé por el método de agitacion
continua con perlas de vidrio. La figura 16 muestra que el Bacteriéfago Si es liberado de la
esfera de alginato tras 8 h de agitacion continua con un gramo de perlas (imagenes C y D).
Por otro lado, la Figura 17 muestra que tras la agitacion continua con diez gramos de perlas
de vidrio, la liberacion del Bacteriofago S: se lleva a cabo a partir de las 3 h (imagenes B,
C y D) observando la presencia de zonas liticas.

Zona de lisis

Figura 16. Determinacién de la presencia del Bacteriéfago S: en esferas de alginato 1 posterior a la
agitacion continua con un gramo de perlas de vidrio apH 6.9
A: Tiempo 0; B: Agitacion durante 8 h; C: Agitacidn durante 16 h; D: Agitacion durante 24
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Figura 17. Determinacion de la presencia del Bacteridfago Si en esferas de alginato 1 posterior a la
agitacion continua con diez gramos de perlas de vidrio a pH 6.9
A: Tiempo 0; B: Agitacion durante 3 h; C: Agitacion durante 12 h; D: Agitacion durante 21 h

11.5 Evaluacién de la liberacion del Bacteriofago Si: en modelo in

vivo (Gallus gallus domesticus)

Con el fin de analizar el paso de las perlas en el TGI del pollo se realiz6 una cinética de
seguimiento. Se sacrifico dos animales al azara 1, 3, 5y 17 h, se disecciond y buscé las
perlas en TGI del pollo. Las esferas de alginato solo se visualizaron en el buche de pollos

sacrificados 1 h post-administracion como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Fotografia del buche de un pollo sacrificado 1 h posterior a la administracion donde se
observa la presencia de esferas de alginato 1

Con respecto a la determinacion de la presencia de Bacteriéfago Sien buche, molleja,
ciegos y duodeno mediante prueba de gota, la tabla 10 resume los hallazgos encontrados.
Se observa que la presencia de zonas liticas deja de apreciarse a partir de las 3 h, en el
caso de la molleja ninguna de las pruebas de gota desarrollada mostré la presencia de
zonas liticas. Por otro lado, en la Figura 19 observamos las zonas liticas (marcadas en rojo)
producidas por el Bacteri6fago S; presente en las muestras de buche y ciegos a los tiempos

dely 3 h respectivamente.

Tabla 10. Presencia de zonas liticas del Bacteriofago Sien TGl de pollos posterior a

la administracion de esferas de alginato 1

Tiempo (h)
Organo 1 3 5 17
Pollo | Pollo | Pollo | Pollo | Pollo | Pollo | Pollo Pollo

1 2 3 4 5 6 7 8
Buche + + - + - + - -
Molleja - - - - - - - -
Duodeno - - - + - + - -
Ciegos - - + + - + - -
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& D

Figura 19. Presencia de zonas liticas (encerradas) obtenidas de muestras de buche y ciegos de pollo
posterior a la administracion de esferas de alginato 1 conteniendo Bacteriéfago S

Nota: A) Zona litica de buche del Pollo 1, 1 h posterior a la administracién. B) Zona litica de buche
del Pollo 2, 1 h posterior a la administracién. C) Zona litica de ciegos del Pollo 1, 3 h posteriores a la
administracion. D) Zona litica de ciegos del Pollo 2, 3 h posteriores a la administracion

11.6 Eliminacién de Salmonella enteritidis en modelo in vivo

(Gallus gallus domesticus)

11.6.1 Determinacion de las bacterias presentes en TGl de pollos a su llegada

al animalario

Los resultados de los hisopados cloacales obtenidos de los pollos a su llegada al animalario

de la Facultad de Farmacia UAEM se muestran en la Figura 20, donde se aprecia el
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crecimiento de colonias rosadas, lactosa positiva, a las cuales se realizo tincion Gram y
pruebas bioquimicas dando como resultados, bacilos Gram negativos, moviles, catalasa
positivos, incapaces de producir acido sulfhidrico. En base a su morfologia y las pruebas
bioquimica realizadas se determiné que dichas bacterias pertenecian al género

Escherichia.

Figura 20. Crecimiento bacteriano de hisopados cloacales en Agar S-S

11.6.2 Determinacion de la infeccion por Salmonella enteritidis en modelo in

Vivo

Los resultados de hisopados cloacales obtenidos a los tres, cinco y siete dias posteriores a
la infeccién con Salmonella entérica serovar enteritidis se muestran en las Figura 21 a la
Figura 23. Donde se observa que al tercer y quinto dia post infeccién todos los grupos
presentaron crecimiento de colonias bacterianas no productoras de acido sulfhidrico, lo que
evidencia la ausencia de Salmonella enteritidis. Por otro lado, al séptimo dia solo el grupo
CTR mostr6 crecimiento de colonias lactosa positivo no productoras de 4cido sulfhidrico,
mientras que el resto de los grupos maostraron crecimiento de colonias circulares de
coloracién negra debido a la produccién de &acido sulfhidrico, concordantes con las
caracteristicas del género Salmonella en el medio S.S. En ese momento se confirmé que

los pollos se encontraban infectados con Salmonella entérica serovar enteritidis.
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Figura 21. Crecimiento bacteriano correspondiente a hisopados cloacales obtenidos 3 dias post-
infeccion con Salmonella enteritidis
Nota: A) ST, B) ANT, C) EFSs, D) PLA, E) CTR (no infectado)

&

E

Figura 22. Crecimiento bacteriano correspondiente a hisopados cloacales obtenidos 5 dias post-
infeccion con Salmonella enteritidis.
A) ST, B) ANT, C) EFS3, D) PLA, E) CTR (no infectado)
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Figura 23. Crecimiento bacteriano correspondiente a hisopados cloacales obtenidos 7 dias post-
infeccion con Salmonella enteritidis.
A) ST, B) ANT, C) EFS;, D) PLA, E) CTR (no infectado)

11.6.3 Reduccion de Salmonella enteritidis en pollos infectados

La reduccion de Salmonella enteritidis se determind con base en los resultados de los
hisopados cloacales obtenidos 24 y 48 h posterior a la administracién del tratamiento como
se indica en el punto 10.9.3. La Figuras 24 y 25 resumen que los grupos ANTy EFS; (B y
C, respectivamente) muestran eliminacién de S. enteritidis de manera equiparable. Los
resultados mostrados en la Figura 24 sugieren que el antibiético elimina también las
bacterias inicialmente presentes en la microbiota de los pollos, notando que el crecimiento
de las colonias es menor que en el resto de los grupos, en contraste con el tratamiento
experimental, que elimina de manera especifica a la bacteria patdgena protegiendo la

microbiota del ave.
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Figura 24. Crecimiento bacteriano correspondiente a hisopados cloacales obtenidos 24 h post
tratamiento.

A

NOTA: A) ST, B) ANT, C) EFSy, D) PLA, E) CTR (no infectado)

C D E

Figura 25. Crecimiento bacteriano correspondiente a hisopados cloacales obtenidos 48 post
tratamiento.

A B

NOTA: A) ST, B) ANT, C) EFSy, D) PLA, E) CTR (no infectado)

Por otro lado, con la finalidad de determinar la presencia del Bacteriéfago S; se analizaron
las heces presentes en las camas de los grupos CTR y EFS;, la Figura 26 muestra la
presencia de placas liticas correspondiente al Bacteriéfago Sien heces del grupo CTR lo
gue corrobora que la esfera de alginato es capaz de permitir la liberacion del fago en el
tracto intestinal de pollos, y demuestra que aun al ser eliminado en heces el Bacteriéfago
S1 mantiene su capacidad infectiva contra Salmonella lo que puede ayudar en la prevencién

de reinfeccion por via fecal-oral en pollos.
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Zona de lisis

D,

Figura 26. Determinacion de zonas liticas en heces de pollos posterior a la administracion de
tratamiento con esferas de alginato 1 conteniendo Bacteriéfago S:

NOTA: A) Muestra del Grupo 3, 24 h posterior a la administracion, B) Muestra del Grupo Control, 24
h posteriores a la administracion, C) Grupo 3, 48 h posteriores a la administracion, D) Grupo Control,
48 h posteriores a la administracion.

11.7 Influencia del alginato en la eliminacion de Salmonella

enteritidis (ensayo in vitro)

Con la finalidad de determinar si el alginato influye en la eliminacion de Salmonella
enteritidis se comparé cualitativamente el crecimiento de la cepa al exponerse a esferas de
alginato conteniendo y no conteniendo el Bacteriofago Si. Los resultados obtenidos se
muestran en las Figura 27 y 28, y sugieren que el alginato no presenta ningun efecto
bactericida frente a la cepa indicadora, ya que es posible notar a partir de la presencia de
Salmonella enteritidis que el cultivo expuesto a esferas de alginato sin Bacteriéfago;

presenta mayor crecimiento comparado con el cultivo expuesto a esferas con Bacteriéfago.
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A B

Figura 27. Crecimiento de Salmonella enteritidis tras 24 h de exposicién a esferas de alginato con y
sin Bacteriofago

A) Muestra correspondiente al cultivo con esferas de alginato vacias

B) Muestra correspondiente al cultivo con esferas de alginato conteniendo Bacteriéfago Si

A B

Figura 28. Crecimiento de Salmonella enteritidis tras 48 h de exposicion a esferas de alginato con y

sin Bacteridfago.
A) Muestra correspondiente a una dilucion de 10 del cultivo expuesto a esferas de alginato vacias
B) Muestra correspondiente a una dilucién de 10° del cultivo expuesto a esferas de alginato

conteniendo Bacteriéfago Si1
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12. DISCUSION

Dentro de las enfermedades de transmision alimentaria, las ocasionadas por Salmonella
entérica, se distinguen por la distribucion cosmopolita de su agente causal, pues se ha
encontrado en mascotas, agua y alimentos como, carne, leche, huevo y embutidos (Afshari
y cols, 2018; Organizacion Mundial de la Salud, 2015; Méndez y cols, 2011).
Representando un problema grave en humanos y el sector avicola en México, ya que la
carne de pollo y huevo son alimente altamente consumidos; se estima que en el afio 2018
el consumo anual per capita de carne de pollo y huevo fue de 28.42 y de 22.96 kg
respectivamente (Unién Nacional de Avicultores, 2018).

Debido al incremento de cepas de Salmonella resistentes a fluoroquinolonas y la restriccién
del uso de antibiéticos en el sector avicola, la OMS ha solicitado a la comunidad cientifica
buscar tratamientos efectivos que eviten la infeccion de las aves de corral y el uso
indiscriminado de los antibi6ticos sin mermar la produccion y seguridad de este tipo de

alimento (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

Una estrategia que ha retomado fuerza en los ultimos afos es el uso de Bacteriéfagos
(Fagoterapia) ya que han demostrado ser una opcion efectiva en el tratamiento de
enfermedades infecciosas bacterianas, por lo que diversos autores han desarrollado
diversas estrategias para la entrega de Bacteriéfagos via oral (Gorski y cols, 2018; Malik y
cols, 2017; Choinska y cols, 2015).

Existen una amplia cantidad de estudios enfocados en el uso de la Fagoterapia en el sector
avicola que han demostrado que el uso de Bacteri6fagos en aves de corral es eficaz para
reducir el nimero de patdégenos que colonizan el tracto digestivo como Salmonella. El
alginato es uno de los biopolimeros mayormente utilizados para obtencién de formulaciones
de Bacteriofagos para liberacién en TGI de aves de corral (Moghtader y cols, 2017; Wernicki
y cols, 2017).

Por lo anterior, el presente trabajo se enfoc6 en obtener un sistema de esferas de alginato
probando dos marcas comerciales distintas, con el fin de seleccionar uno de ellos y evaluar
su capacidad de brindar proteccion al Bacteri6fago S;, litico para Salmonella enteritidis,

como un sistema de entrega via oral en pollos (Gallus gallus domesticus).
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Para empezar con los ensayos se determind la viscosidad que es una de las propiedades
mas importantes de las soluciones polimérica; en el presente trabajo, se obtuvieron valores
de viscosidad de 192.40 mPa-s, 241.42 mPa-s para las soluciones al 2% del alginato 1y 2
respectivamente, estos resultados muestran que el alginato 1 es de baja viscosidad
mientras que el alginato 2 es de viscosidad media; de acuerdo a lo referido por la empresa
Alginate Industre, que menciona que soluciones de alginato de baja viscosidad son aquellas
desde 50 mPa-s hasta 200 mPaes y de media viscosidad desde 200 mPa-s hasta 450
mPaess: ademas, sugieren que el alginato 1 formara esferas de mejor calidad, por el
contrario, el alginato 2 al tener un mayor grado de polimerizacion las esferas obtenidas
seran duras, lo que quizad disminuya la eficacia de la encapsulaciéon y liberacion del
Bacteriéfago S:. (Muniswamy, y cols, 2000; Avedafio y cols, 2013;ECURED, 2017)

Una vez obtenida la viscosidad de las soluciones se procedi6 a determinar la eficacia de
encapsulacion, a partir de la maceracion de las esferas; para el alginato 1 se adiciono un
promedio de 2.82x10' UFP, mientras que para el alginato 2 el titulo fagico promedio
afadido fue de 3.05x10°% posteriormente se determiné un promedio de 8.80x10° UFP y
7.36x108 UFP retenidas en las esferas, lo que representa una eficacia de encapsulacion del
31.20% y 24.13% para el alginato 1 y 2 respectivamente; los resultados obtenidos muestran
gue la eficacia de encapsulacién obtenida para el Bacteri6fago S; es significativamente
menor con respecto a otros trabajos de encapsulacion de Bacteriéfagos entre los que
destacan el llevado a cabo por Moghtader y cols (2017) que encapsularon al Bacteriéfago
T4 en esferas de alginato al 2% (p/v) obteniendo una eficacia de encapsulacion de 90%, y
el de Yongsheng y cols (2008), quienes a partir de un titulo de 108 UFP/ml encapsularon al
Bacteriéfago Félix O1 microesferas de alginato obteniendo una eficacia de encapsulacion
del 93.3%.

Con base en los resultados obtenidos de eficacia de encapsulacion y con la finalidad de
determinar las fases criticas del proceso de encapsulacion donde pudiera perderse la carga
fagica, se procedi6 a cuantificar el porcentaje de pérdida en el material y soluciones
utilizadas, los resultados obtenidos indican que durante el proceso de encapsulacion se
lleva a cabo una pérdida correspondiente al 12.68% y 9.07% para el alginato 1 y 2,
respectivamente; demostrando que la mayor cantidad de placas liticas es observada en el
matraz, por lo que se sugiere que la mezcla fago — alginato se realice directamente en el
embudo de separacién, favoreciendo asi la disminucion de la pérdida del Bacteri6fago antes

del proceso. Por otro lado, los resultados sugieren que es posible que la eficacia la
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encapsulacion del Bacteriéfago Sies mayor al valor obtenido en el ensayo previo; a pesar
de que la maceracion ha sido utilizada para determinar la eficacia de encapsulacion (Vargas
y cols, 2004), quiza la técnica no favorezca la liberacion total del Bacteri6fago,
manteniéndolo retenido al fago en los remanentes de la matriz polimérica de alginato;
recientemente Boggionea y cols (2017) reportaron la utilizacion de una solucion
denominada “Broken-Microsphere” que contenia citrato de sodio 50 mM, bicarbonato de
sodio 0.2 My Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) para la determinacion de eficacia de encapsulacion
del Bacteri6fago UFV-AREGL1 contenido en esferas de alginato; por lo que es importante
gue en estudios posteriores, la eficacia de encapsulacion sea evaluada mediante esta
técnica. Finalmente cabe sefialar que los trabajos de Moghtader y cols (2017) y Yongsheng
y cols (2008) se utilizan microesferas recubiertas con quitosan, lo que puede influir en la

con la diferencia en las eficacias de encapsulacion obtenidas.

Posteriormente, se procedio a realizar la liberacion in vitro utilizando agitacién continua con
solucidn salina a pH 6.9 para las perlas obtenidas con alginato 1, los resultados indican que
la liberacion del Bacteriéfago S: se encuentra relacionada con fuerza de friccién brindada
por la cantidad de perlas de vidrio afladidas (Chiappetta y cols, 2006; Visceras y cols, 2010)
Es posible observar que a mayor cantidad de perlas de vidrio el Bacteriéfago es liberado
mas rapidamente, observando la presencia de zonas liticas a las 3 h cuando se utilizaron
diez gramos de perlas de vidrio, y hasta las 16 h cuando se utilizé solo un gramo; esto es
concordante con lo reportado por Hjorth y Karlsen (2002) quienes indican que liberacion de
principios activos retenidos en esferas de alginato se modula por difusién mediante el
hinchamiento y la disolucién/erosion en la periferia de la matriz, por lo que a mayor cantidad
de perlas de vidrio se promueve la erosion permitiendo liberacién del contenido de las
esferas a menor tiempo; este resultado sugiere que de la misma manera la liberacion del
Bacteriéfago S; se veria promovida al exponerse in vivo debido a que las aves de corral,
ingieren piedras que favorecen el aplastamiento y pulverizaciéon de granos y alimento

presente en la molleja, (Roa y Meruane, 2012)

Por lo anterior, se procedié a realizar una cinética de liberacion del Bacteri6fago Si1 en un
modelo in vivo, primeramente, se visualiz6 la presencia de esferas en el TGl de Gallus
gallus domesticus, observando la presencia de esferas intactas solamente en el buche de
los pollos sacrificados 1 h post-administracion lo cual se puede deber a que fue muy poco
el tiempo de exposicion de las perlas en el buche de los pollos; posteriormente se determiné

la presencia del Bacteri6fago S: en los diversos compartimentos del TGI, donde los
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resultados obtenidos mostraron presencia de zonas liticas en el buche a 1 h post-
administracion y en duodeno y ciegos a 3 y 5 h post-administracion. Estos resultados
sugieren que las esferas de alginatos son desintegradas en la molleja de los pollos, la cual
tiene como funcién el mezclado y molienda del alimento (Roa y Meruane, 2012), sin
embargo, la presencia de zonas de lisis no se visualiza en este segmento, debido a la
sensibilidad del Bacteriéfago S: a pH< 4.5, recordando que la literatura menciona que el
contenido de la molleja se encuentra pH 2.5. (Segundo-Arizmendi y cols, 2017; Roa y
Meruane, 2012) aunado a esto, y concordante con los resultados del ensayo de liberacion
in vitro se sugieren que la digestibn concomitante con el alimento podria anticipar la
liberacién del Bacteriéfago. Por otro lado, se corrobor6 que el Bacteriéfago S: es capaz de
alcanzar las estructuras de duodeno y ciegos, lo que se sugiere que la formulaciéon con
esferas de alginato 1 garantiza la llegada del Bacteri6fago a estos sitios, brindando

proteccion frente a la exposicion al pH acido de la molleja.

Por altimo, y con el fin de determinar si el sistema de alginato conteniendo Bacteriéfago S:
es capaz de reducir la infeccién por Salmonella se procedio a realizar un ensayo in vivo
utilizando un total de 30 pollos (Gallus gallus domesticus). En primer lugar y con la finalidad
de asegurar la ausencia de bacterias del género Salmonella, se identificaron las bacterias
presentes en el TGI de los pollos a partir de muestras hisopados cloacales sembradas en
Agar S-S, determinando la presencia de bacilos Gram negativos, lactosa positivos, no
productores de 4cido sulfhidrico, no concordantes con las caracteristicas de Salmonella spp
(Agbaje y cols, 2011)

Una vez asegurado la ausencia de bacterias del género Salmonella, se procedié a realizar
la infeccidn inoculando a Gallus gallus domesticus via oral con tres cargas bacterianas de
S. enteritidis con titulos de 4x10° UFC, 4x107 UFCy 25ml de bacterias con un titulo de 1x108
UFC; esto con base a que la literatura indica que la infeccidon por Salmonella spp depende
principalmente de la ingesta de la cantidad de inoculo, que para originar una infeccion
sintomatica este varia desde 10° hasta 10° UFC (Herrera y Jabib, 2015); posteriormente se
determind el crecimiento de S. enteritidis en Agar S-S como colonias redondas, de
coloracién negruzca debido a la produccion de acido sulfhidrico caracteristico de este
género bacteriano (Brenner y Staley, 2000) en los hisopados cloacales obtenidos hasta el
séptimo dia post infeccién (Figura 22), esto debido a que el periodo de incubacion de

Salmonella en aves de corral el periodo varia desde cuatro a siete dias, colonizando el
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tracto intestinal de las aves principalmente la porcién cecal (ciegos) y cloaca, (Herrera y
Jabib, 2015; Rincén-Acero y cols, 2011; Andreatti Filho, y cols, 2007).

Posteriormente y tras identificar la presencia de S. enteritidis, se procedié a administrar el
tratamiento como se indica en el punto 11.9.3; los resultados post tratamiento, muestran
que los grupos tratados con antibiético (ANT) y esferas de alginato conteniendo la
Bacteriofago S: (EFS:) mostraron reduccion en el crecimiento de Salmonella enteritidis a
partir de las 48 h post tratamiento donde se observd crecimiento de bacterias rosas no
productoras de acido sulfhidrico, iguales a las presentes en el grupo Control (CTR) al cual
no se administrd ningun tratamiento, estos resultados indican que las esferas de alginato
conteniendo al Bacteri6fago Si permiten la eliminacion de Salmonella enteritidis en el
modelo Gallus gallus domesticus empleado; ademas es posible notar que el crecimiento
bacteriano en el grupo ANT es menor con respecto al grupo EFS;, lo que sugiere que
antibiético no solo elimina a Salmonella enteritidis, sino a las bacterias inicialmente
presentes en la microbiota de los pollos, en contraste con el tratamiento de esferas con
Bacteriéfago, que elimina de manera especifica a la cepa indicadora, protegiendo de esta
manera la microbiota de Gallus gallus domesticus. (Cardona-Castro, y Figueroa-Ochoa,
2003; Verdugo-Rodriguez, 2005; Avedafio-Romero, y cols, 2013; Herrera y Jabib, 2015)
Los resultados obtenidos son concordantes con otros trabajos realizados como el de
Andreatti Filho y cols (2007) quienes evaluaron la reduccién de Salmonella enteritidis con
dos Bacteriéfagos no encapsulados por separado y en coctel, donde a las 48 h post
tratamiento a partir de muestras de ciegos no se observé el crecimiento de Salmonella
enteritidis tanto en los Bacteriéfagos por separado como en el coctel de ambos; por otro
lado, Colom y cols (2015) determinaron la reduccion In vivo de Salmonella typhimurium
utilizando un coctel de Bacteriéfagos encapsulados en liposomas que mostraron una
reduccién significativa en ciegos de 3.8, 3.9 y 1.5 unidades logaritmicas de Salmonella
typhimurium en los dias 8, 10 y 15 post tratamiento respectivamente; asi mismo y Bardina
y cols (2012) quienes administraron una solucion de coctel de Bacteri6fagos contra
Salmonella typhimurium dos veces al dia durante los dias 4 y 5 post infeccién, obteniendo

una reduccién de una unidad logaritmica al quinto y sexto dia post tratamiento.

Asi mismo, dado que el grupo infectado y tratado con esferas de alginato vacias ( PLA);
mostro reduccién en el crecimiento de Salmonella enteritidis; se realiz6 un ensayo
cualitativo in vitro, con el fin de determinar la influencia del alginato en la eliminaciéon de

Salmonella enteritidis; los resultados obtenidos indican que las esferas de alginato sin
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Bacteriéfago no reducen el crecimiento de Salmonella enteritidis presentandose un mayor
crecimiento de Salmonella enteritidis con respecto al cultivo expuesto a esferas conteniendo
Bacteriéfago, lo que nos garantiza que el alginato no tiene actividad en la eliminacion de
Salmonella enteritidis. Finalmente, se analiz6 la presencia del Bacteriéfago S: en heces de
las camas de los grupos control (CTR) y con esferas de alginato (EFS;) la Figura 24 que el
Bacteriéfago S; es eliminado en heces del grupo CTR lo sugiere que, tras la liberacion del
fago en el tracto intestinal de pollos, y aun al ser eliminado en heces el Bacteriéfago S:
mantiene su capacidad infectiva contra Salmonella lo que puede ayudar en la prevencion
de reinfeccidn por via fecal-oral en pollos. Hasta el momento de realizar este trabajo no se
encontraron reportes en los cuales se evalué la presencia de Bacteri6fagos en las camas
de los animales de experimentacion posteriores al tratamiento de los pollos con

Bacteriéfagos.
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13. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una formulacion sdlida para el Bacteriéfago Si en esferas de
alginato capaz de reducir la infeccion por Salmonella en Gallus gallus domesticus

Se determin6 que el alginato 1 a una concentracion del 2% y viscosidad de 192.40
mPa*s tiene una eficacia de encapsulacion del 31.20% y se logré determinar que el
12.68% de la pérdida se encuentra en el material y las soluciones utilizadas.

Se determiné que el alginato 2 a viscosidad de 241.42 mPa*s tiene una eficacia de
encapsulacion del 24.13%, y se logr6 determinar que el 9.07% de la pérdida se
encuentra en el material y las soluciones utilizadas

Se estableci6 que durante el proceso de encapsulacion la mayor pérdida del
Bacteriofago S: se presenta en el matraz utilizado para contener la solucién fago-
alginato.

Los ensayos In vitro a pH 6.9 mostraron que la agitacion mecanica influye de manera
directa en la liberacion del Bacteriéfago S

Se comprobd en ensayos In vivo que las esferas de alginato 1 brindan proteccion al
Bacteriéfago S tras su paso por el TGI de pollos garantizando su llegada a duodeno y
ciegos.

Se determind en ensayos In vivo que la formulacion de Bacteriéfago S;encapsulado en
esferas de alginato 1 al 2% permite la reduccion de la infeccibn por Salmonella
enteritidis en aves de corral

Se demostré que el Bacteriéfago Si: mantiene su capacidad infectiva despues de ser
eliminado en las heces de Gallus gallus domesticus, lo que puede disminuir el riesgo de

re-infeccién por la via fecal-oral a las aves en un mismo espacio.
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14. PERSPECTIVAS

1.- Aumentar la eficacia de encapsulacién a partir del recubrimiento de las esferas de
alginato conteniendo al Bacteriéfago S; con un polimero como el quitosan

2.- Evaluar si la concentracién de la solucién de CaCl; y el tempo de contacto de las esferas
de alginato en la solucion de CaCl, son factores que intervienen en la retencion del

Bacteriéfago S:

3.- Disminuir el tamafio de particula de las esferas de alginato para mejorar la

administracién via oral en el modelo Gallus gallus domesticus
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