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“Contribuir a las empresas productoras de alimentos de origen
animal a que los microorganismos patdégenos vuelvan a
ser sensibles a los antibidticos en animales y humanos, y utilizar
el cuidado de la salud como un impulsor protagdnico para
una productividad optima”
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Cuestan a las economias de ingresos bajos y medianos US S 95,2 mil millones en pérdida de
productividad y gastos médicos cada afo.

The Safe Food Imperative: Accelerating Progress in Low- and Middle-Income Countries. Worldbank. Octubre de 2018
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Salmonella spp. es una de las principales causas de enfermedades transmitidas por los
alimentos en el mundo, siendo una gran amenaza para la salud publica.

La salmonelosis porcina tiene tasas de morbilidad hasta del 20% y mortalidad del 60%.

Importantes pérdidas econdmicas:
% Costos del fratamiento en enfermedad clinica.
% Refraso en el crecimiento de los animales con enteritis.

/7

% Mortalidad por enfermedad sistémica.

/7

% Dificultad de comercializacion por problemas de inocuidad.

Constantemente se exploran innovaciones para disminuir la incidencia de patdégenos
transmitidos por los alimentos porque los enfoques actuales siguen siendo ineficaces.
Una solucidon alternativa para mitigar el problema es el uso de bacteridofagos.

Rodriguez et al, 2014
Florez, 2014
Gutiérrez et al, 2020.
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RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Una amenaza global a la salud publica

proved: 19 January 2024
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SCIENTIFIC REPORT

The European Union summary report on antimicrobial
resistance in zoonotic and indicator bacteria from humans,
animals and food in 2021-2022

European Food Safety Authority (EFSA) | European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC)
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Complete susceptibility and multi-drug resistance in Salmonella spp. isolates from humans, 2022
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?omplete susceptibility and multi-drug resistance in Salmonella spp., food-producing animals, 2021-2022
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Antecedentes de la resistencia bacteriana
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Caracteristicas microbiologicas de
Salmonella spp.

Bacilos gram-negativos.

Moviles (flagelos peritricos).
Anaerobias facultativas.

No forman esporas.

Infracelulares facultativas.

Biofilm




Hospedero infectado por Salmonella spp.

Excrecion
intermitente

Estres

Excrecion activa
Presion de infecciéon Poblacional
Presiéon de infecciéon ambiental

Camuflada en el sistema
Monocito-Macréfago
-Intracelular-




Salmonelosis en humanos N Alu 'a PRECONGRESO

Localizada Sistémica
Gastroenteritis : -. :
Fiebre tifoidea
Diarrea o
NN Endocarditis
Cefalea e R ‘ Artritis
Dolor abdominal o Osteomielitis
Abscesos
Nauseas y vomito
Neumonia
Fiebre y deshidratacion Men i ngitis

Saul Quirds Cardenas. Infecciones por bacterias del género Salmonella: Relevancia en la practica clinica. Rev Cl EMed UCR. 2016 Vol 6 No IV



Salmonelosis en cerdos m Alu 'd PRECONGRESO

Localizada
Enterocolitis

Sistémica
Sepsis

Destetos 5 meses
Listos para beneficio

Aguda o crénica

Destete a 4 meses

Raro en lactantes

Diarrea amarillenta

sangre ocasional Fiebre

Tos humeda

Disminuciéon del consumo

Inapetencia

Fiebre

Cuarto dia diarrea

Deshidratacién

Perdida de movilidad

Portadores con eliminacion
intermitentemente

Alta mortalidad

Los cerdos son el principal contribuyente a la infeccion humana por S. Thyphimurium / S. Typhimurium variante monofasica, con
aproximadamente el 60% de los casos humanos atribuidos a ellos, seguidos por otros mamiferos (principalmente caballos) y ganado.

La salmonelosis porcina y su importancia en la cadena de produccién. Sitio Argentino de Produccion Animal. 2014

Mark Arnold, Richard Piers Smith, Yue Tang, et al. (2021). Bayesian Source Attribution of Salmonella Typhimurium Isolates From Human Patients and Farm Animals in England and Wales. Front. Microbiol 28 January 2021



Objetivo general m Alura PRECONGRESO

> Determinar la eficiencia de un coctel de bacteriofagos frente a aislados de Salmonella
spp obtenidos de muestras de explotaciones porcinas en Antioquia-Colombia.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar los perfiles auxonométricos de los aislados de Salmonella spp. mediante pruebas
semiautomatizadas.

|dentificar el serotipo de los aislados de Salmonella spp. mediante técnica molecular de microarreglos.

Caracterizar el perfil de susceptibilidad antibidtica de los aislados de Salmonella spp. mediante pruebas de
concentracion minima inhibitoria y Kirby Bauer.

4. Determinar la presencia de genes de resistencia antibidtica en los aislados de Salmonella spp. mediante
pruebas moleculares.

|dentificar factores de virulencia en los aislados de Salmonella spp. mediante técnicas moleculares.

Determinar la actividad microbicida de un coctel de bacteriéfagos frente a aislados de Salmonella spp.
mediante la prueba de manchas y la prueba de calvas.



Origen de las muestiras N Alura PRECONGRESC

» Muestras recibidas en La Unidad e Diagndstico de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad de Antioquia.

'
Amalfi 3 -
Angelépolis 3 o (43
Caldas 3 . ’
Don Matias 13 . . ‘
Entrerrios 1 ‘ :
La Pintada 1 28/40
Palmira 1 70%
San Pedro de los Milagros 1
Santa Rosa de Osos 10 ‘
Santo Domingo 2 .
Tamesis 1

Valparaiso 1



1. Caracterizar los perfiles auxonométricos de los aislados m Alu ra
de Salmonella spp. mediante pruebas semiautomatizadas.

wowle -

L A op—pom] D) &
i

Patron McFarland: 0,60 (0,50 - 0,63)
x o . . 24-0c1-2021
Informacion de Tarjeta: GN N°de lote: 2411428203 Fecha caduc.: 1200 COT
tificacion . O1-mar-2021 b ‘ Tiempo de

|Finalizado: |, 57 coT Estado: Final alisis: 4,80 horas
Origen del organismo VITEK 2
Organismo 99% Probabilidad Salmonella group

i , N Nivel de Identificacion

seleccionado Bionumero:  0017610441566210 confiaisi.  ‘Gicalonts
Organismo
SRF

Organismos de analisis y pruebas a separar:
Salmonelia group

Salmanella spp

Saimonella ser.Paratyphi B

Salmonella ser, Typhimurium

Saimonelia enterica ssp
enterica

Saimonella ser Enteritidis
Salmonelia ser.Paratyphi C

12 perfiles

Mensajes andlisis:

Perfiles Aislamientos
auxonométrico n

15410420006200
15410460006200
15610460006210
15610461006210
15610461026210
15610461106210
15610461126200
15610461126210 15
17610441566210
17610461006210
17610461106210
17610541566210

BN WN B

[SE S

Aislamientos
%
2,5
2,5
5,0
7,5
20,0
5,0
10,0
37,5
259
2,5
2,5
2,5



2. Identificar el serotipo de los aislados de Salmonella spp.

mediante técnica molecular de microarreglos.

Materia fecal

m S.Typhimurium mS.Typhimurium monofasica

Serotipos de Salmonella

m S.Typhimurium mS.Typhimurium monofasica

Organos

m S.Typhimurium ® S.Typhimurium monofasica




los aislados de Salmonella spp. mediante pruebas de

3. Caracterizar el perfil de susceptibilidad antibiética de m Alur
concentracion minima inhibitoria y Kirby Bauer.
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3. Caracterizar el perfil de susceptibilidad antibiotica de Alisreml el
los aislados de Salmonella spp. mediante pruebas de MLUT A  FREFEITIINEIW
concentracion minima inhibitoria y Kirby Bauer.

: Resistencia : Resistencia
m # familias ATB Perfiles de resistencia M Serotipo i famllias ATB Perfiles de resistencia
MF N/A

ST 0 Fen-Quin-Tet
MF ST 1 Quin MF STM 4 Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 4 Blact-Fen-Tet-SXT MF STM 4 Blact-Fen-Quin-Tet
MF ST a Blact-Fen-Tet-SXT MF STM 4 Blact-Fen-Quin-Tet
MF ST 4 Blact-Quin-Tet-SXT MF STM 4 Blact-Fen-Quin-Tet
MF ST 5 Blact-Fen-Tet-SXT-Amino Org STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT Org STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Tet-SXT-Amino MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
Org ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT Org STM S Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT
MF ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT ME STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
Org ST 5 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
MF ST 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Fos MF STM ) Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
MF ST 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Fos MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
MF ST 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Amino MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
MF ST 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Amino MF STM 5 Blact-Fen-Quin-Tet-Amino
MF ST 7 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Amino-Fos MF STM 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Fos
MF ST 7 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Amino-Fos MEF STM 6 Blact-Fen-Quin-Tet-SXT-Amino

Blact: Betalactamico, Fen: Fenicoles, Quin: Quinolonas, Tet: Tetraciclinas, SXT: Trimetoprim sulfametoxazole, Amino: Aminoglucdsidos, Fos: Fosfonatos



Susceptibilidad de los aislados de Salmonella
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Susceptibilidad de los aislados de Salmonella N Alura rreconGres

Salmonella Typhimurium variante monofasica Salmonella Typhimurium
Aislada de 6rganos Aislada de 6rganos
100 100
80 80
60 60
40 40
20 l 20
0 0
Amp Amox  Cef Enr Cip Gen Neo Flor Tet SXT Fos Amp  Amox eo Flor Tet SXT Fos
M Resistente Intermedio M Sensible M Resistente M Intermedio M Sensible
Salmonella Typhimurium variante monofasica Salmonella Typhimurium
Aislada de materia fecal Aislada de materia fecal
100 100
80 80 . . .
60 60
40 40
20 I I 20 I I
0 0 L
Amp  Amox eo Flor Amp Amox  Cef Enr Cip eo Flor Tet SXT Fos
M Resistente Intermedio M Sensible M Resistente Intermedio M Sensible




5. Identificar factores de virulencia en los aislados de
Salmonella spp. mediante tecnicas moleculares.

Maltiplex #1

Gen

spvC

IpfC

pefA

prgH

SpiA

sopB

sefA

InvA

SOpE

Secuencias
F-CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA
R-GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA
F-GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC
R-AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA
F-GCGCCGCTCAGCCGAACCAG
R-GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG
F-GCCCGAGCAGCCTGAGAAGTTAGAAA
R-TGAAATGAGCGCCCCTTGAGCCAGTC
F-CCAGGGGTCGTTAGTGTATIGCGTGAGATG
R-CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT

F-CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG

R-TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT
F-GATACTGCTGAACGTAGAAGG
R-GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC
F-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
R-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
F-ACACACTTTCACCGAGGAAGCG
R-GGATGCCTTCTGATGTTGACTGG

Tamafio pb

919

641

157

756

550

220

488

284

398

PCR-MUultiplex genes de virulencia

mogA

orgA

spaN

tolC

sipB

pagC

iroN

avrA

sivH

Secuencias
F-ATTGGCTTAGTTTCTATCTCCG
R-CCTTCCAGCGTTTCTTTGA
F-CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG
R-TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA
F-CAGCGCTGGGGATTACCGTTTTG
R-AAAAGCCGTGGAATCCGTTAGTGAAGT
F-TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC
R-CCGCGTTATCCAGGTTIGTTIGC
F-GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC
R-ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA
F-CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC
R-GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT
F-CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC
R-ACTGGCACGGCTCGCTGTCGCTCTAT
F-GTTATGGACGGAACGACATCGG
R-ATTCTGCTTCCCGCCGCC
F-CAGAATGCGAATCCTTCGCAC
R-GTATGCGAACAAGCGTAACAC

Q

Lisis
celular

Wy o\

Precipitacién  Precipitacion

proteinas

ADN ADN

Lavado Hidratacién
ADN

N Alura

Tamafio pb

419

255

504

161

875

454

1205

385

763

i nlalel a3V ol udd o
FREWVVNGRESV
Gen Secuencias Tamaho pb
. F-CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA ey
spv
i R-GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA
e F-CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 768
si
R-CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC
F-GCCAGGCGCACGCGAAATCATCC
msgA 189
R-GCGACCAGCCACATATCAGCCTCTTCAAAC
s F-ACAACTGTCGCATCTCGCCCCGTCATT iz
<
R-CAATTTGCGTGGGTTCTGTAGGTGCGAGT
F-GATACTGCTGAACGTAGAAGG
SifA 449
R-GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC
F-CTTTCGCTGCTGAATCTGGT
IpfA 250
R-CAGTGTTAACAGAAACCAGT
F-TCCACAATGGGGCGGCGGCG
CSEA 350
R-CCTGACGCACCATTACGCTG
F-CTGCCGCAGTGTTAAGGATA
hilAa 497
R-CTGTCGCCTTAATCGCATGT
F-CCGTAGAGCAGACGCTGTAAGC
spvB 1856

R-GTATCTATGAGTTGAGTACCCCTATG

=
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5. Identificar factores de virulencia en los aislados de

Salmonella spp. mediante t
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4. Determinar la presencia de genes de virulencia en los

aislados de Salmonella spp. mediante pruebas moleculares.m Alura rreconareso

Mdltiplex #1

Maltiplex #2

Familia de ATB  Antimicrobiano  Gen Secuencias Tamafio pb Familia de ATE  Antimicrobiano Gen Secuencias Tamafio pb
P ||| | R GSTOUIANDANT 141 Sulfonamid Ti i dar 5 474
nm
P R-AAGCGCAGCCACAGGATAAAT RS [ tonn RTTAACCCTTTTGCCAGATTT -
Fosfona
Cotrimoxazol catB 461 Ge ' ot F:ACGCAGGTCACATTGATAC ol
o . R-ATACGCGGTCACCTTCCTG PR SN R-CGGCATAGTAAGAGTAATCE
fonamidas
F-GCGCAGGCGCGTAAGCTGAT F-CATTGAGCGCCATCTGGAAT
Sulfametoxazol sul2 514 3 3 ici Palimixina
R-CGAAGCGCAGCCGCAATTC Aminoglucdsido  Estreptomicing strA RNCATTTOSCTEATOOC0EGE 501
F-TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT TGTIGGTT: CoGT
sulfadiazina sull 793 Naomida ||k 8 AGIRTSE TN 620
R-GTGCGGACGTAGTCAGCGCCA R-GATCTCGCCTTTCACAAAGC Tetraciclina
F-GCGGACACCTTTTCCAGCCT F-AATGGCAATCAGCGCTTOCC
Aminoglucésido  Estreptomicina  str@ : 620 Carbeniclling Carb 586
R-TCCGCCATCTGTGCAATGCG R-GGGGCTTGATGCTCACTCCA
F-GCGGAACCCCTATTTG Betatactamico
. F-TGG CGG TTG CCG TTA TCT AC i
Betalactdmico Ampicilina blaTEM RCCAR ARTEASTGAG 1432 Cefalosporina 3%  BlaCMY.2 Quinolonas

R- CCC GTT TTA TGC ACC CAT GA

PCR-MUultiplex genes de resistencia

vlyl

Lisis Precipitacién Predpnaclén l.mudo Hidratacién
celular proteinas ADN

Fosfomicina

Colistina

Tetraciclina

Fluoroquinotonas

Muaitiplex #3

Familia de ATB  Antimicrobiano Gen

FosC2

FosA3

mer-1

tetd

Secuencias
F-TGGAGGCTACTTGGATTIG
R-AGGCTACCGCTATGGATTT
F-GCGTCAAGCCTGGCATTT

R-CTAATCTATCTTCTAAACTTCCTG

F-AGTCCGTTTIGTICTIGTGGC
R-AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
F-GCTCGGTGGTATCTCTGE
R-AGCAACAGAATCGGGAAC
F-GTAATTCTGAGCACTGTCGC
R-CTGCCTGGACAACATTGCTT
F-TTCAGCAAGAGGATTTCTCA
R-GGCAGCACTATTACTCCCAA

217

1700

320

as57

628




antibidtica en los aislados de Salmonella spp. mediante

4. Determinar la presencia de genes de resistencia
Alura ereco
pruebas moleculares.

Mditiplex #1 Multiplex #2 Muaitiplex #3
Familia de ATB  Antimicrobiano  Gen Secuencias Tamafio pb Familia de ATE  Antimicrobiano Gen Secuencias Tamafio pb Familia de ATE  Antimicrobiano Gen Secuencias Tamafo pb
F-GATCACGTGCGCAAGAAATC F-GTGAAACTATCACTAATGG F-TGGAGGCTACTTGGATTTG
Trimetoprim dirB 141 Sulfonamidas Trimetoprim dfrAl 474 FosC2 217
R-AAGCGCAGCCACAGGATAAAT R-TTAACCCTTTTGCCAGATTT = : R-AGGCTACCGCTATGGATTT
Fosfona Fosfomicina
F-CGGATTCAGCCTGACCACC F:ACGCAGGTCACATTGATAC F-GCGTCAAGCCTGGCATTT
Cotrimoxazol  catB 451 Gentamicina aadB a00 FosA3 1700
&l 3 R-ATACGCGGTCACCTTCCTG RCGGCATAGTAAGAGTAATCC R-CTAATCTATCTTCTAAACTTCCTG
fonamidas
F-GCGCAGGCGCGTAAGCTGAT F-CATTGAGCGCCATCTGGAAT F-AGTCCGTTIGTICTIGTGGC
Sulfametoxazol sul2 514 i 3 5 Polimixina Colistina mes-1 320
R-CGAAGCGCAGCCGCAATTC Arinogucoskdo, | EEtrapRomicIan | | B TR ROtEEE o0l R-AGATCCTTGGTCTCGGCTTG
F-TTTCCTGACCCTGCGCTCTAT : F-GCTCGGTGGTATCTCTGE
Sufadiazina  sull 95 Al T e [Piioy EYETIGE AL TSR COmR 620 e s 468
RN EROns RGATCTCGCCTTTCACAAMGLE Tetraciclina Tatraciclina et &
CGGACACCTTTTC F-AATGGCAATCAGCGCTTCCC AATTCTGAGCACTGTCS
Aminogluctsido  Estreptomicina  str8 620 tetA 957
R-TCCGCCATCTGTGCAATGCG Cobenicling. || Ombc e v s 46 R-CTGCCTGGACANCATTGCTT
F-GCGGAACCCCTATTTG Betafactimico F-TTCAGCAAGAGGATTTCTCA
Betalactémico ~ Ampicilina  blaTEM 1.432 ; F-TGG CGG TTG CCG TTATCT AC Quinolonas  Fluoroquinolonas A 628
o R-ACCAATGCTTAATCAGTGAG Selaipodua ey, | e e | A48 T R-GGCAGCACTATTACTCCCAA
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4. Determinar la presencia de genes de resistencia
antibiotica en los aislados de Salmonella spp. mediante
pruebas moleculares.
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Numero de genes | Aislamientos
de resistencia n

1 1

2 4

3 8

4 4

5 7

6 5

7 5

8 5

10 1
Resistencia a . .

. . Aislamientos
numero de familias
de ATB

10

3 8

4 15

5 6

Aislamientos
%
2,5
10,0
20,0
10,0
17,5
12,5
12,5
12,5
2,5

Aislamientos

(%)

25,0
20,0
37,5
15,0




6. Determinar la actividad microbicida de un coctel de
bacteriéfagos frente a aislados de Salmonella spp. AI-U I'a
mediante la prueba de manchas y la prueba de calvas.

Protocolo prueba de actividad litica de fagos

Preparacion del indculo bacteriano Preparacion de la suspensién de fagos
¥ ¥
Cultivo axénico del aislado de Salmonella spp Suspender 3g de eXolution en 27 mL de Buffer-TMG
o ¥
Enriquecimiento en caldo tripticasa soya (TSB) Vortex por 8 a 10 min y centrifugar 4.000 RPM/5 min
¥ ¥
Inéculo al 0,5 MacFarland del aislado de Salmonella spp Filtrar sobrenadante por poro de 0,2 um
¥
Indculo bacteriano Dilucién 1/10 del céctel de fagos

Coctel de bacteridfagos



6. Determinar la actividad microbicida de un coctel de
bacteriéfagos frente a aislados de Salmonella spp.
mediante la prueba de manchas y la prueba de calvas.

Prueba de cavas

Actividad microbicida del céctel

|| de fagos sobre el 97,5% de los
aislados de Salmonella evaluados.

= Presencia Ausencia = Presencia Ausencia




Conclusiones... m Alura PRECONGRESO
> El coctel de bacteriofagos tuvo efecto litico contra 39 de las 40 cepas evaluadas: 97,5%

de eficiencia.

» El 50% de los aislados de Salmonella evaluados en este estudio correspondieron al

serotipo Salmonella Typhimurium variante monofdsica.

» De los aislados de Salmonella estudiados 38 de los 40: El 95% fueron resistentes a 3 o mas

familias de antibidticos, correspondiendo a cepas mulfirresistentes.

» La diversidad de genes implicados en los mecanismos de resistencia de las bacterias y

la complejidad con la que pueden inferactuar limitan su caracterizacion.
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