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RESUMEN

En el presente trabajo se determiné el efecto antagénico de bacteriéfagos sobre bacterias potenciales causantes de mastitis
bovina como Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., E. coli y Pseudomona spp. Se analizaron dos
muestras, una del hisopado de la ubre y otra de la leche de una vaca con mastitis. Se emple6 el protocolo de aislamiento de
doble capa de agar y se observé la presencia de fagos infectando a Staphylococcus spp., E. coli y Pseudomonas spp. Los
bacteriéfagos son una prometedora alternativa a los antibidticos, compuestos a los cuales las bacterias han desarrollado
algln tipo de resistencia.
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ABSTRACT
In this work, the antagonistic effect of bacteriophages on bacteria potentially causing bovine mastitis such as
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., E. coli and Pseudomona spp. was determined. Two
samples were analyzed, one from udder swab and a second one from the milk of a cow with mastitis. The presence of
phages infecting Staphylococcus spp., E. coli and Pseudomonas spp. was observed using a double layer agar isolation
protocol. Bacteriophages are a promising alternative to antibiotics, to which bacteria have developed some form of

resistance.
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Introduccion

La mastitis se define como la respuesta inflamatoria
resultante de la infeccion del tejido de la ubre y se ha
reportado concretamente en los animales domésticos lecheros
(Gomes y Henriques, 2016). La mastitis involucra la
afectacion en la cadena de produccién de la leche, sacrificio
prematuro de los animales e inversion econémica en
tratamientos, al final esto redunda en costos altos en la
industria lechera (Angelopoulou et al., 2019). La mastitis se
presenta como infecciones clinicas y subclinicas, ambas se
caracterizan por un aumento en el conteo de células
somaticas (CCS), un resultado del CCS de 200.000 células
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mL? en la leche, se considera una vaca con mastitis. En la
mastitis clinica, hay una alteracion organoléptica de la leche,
ademas el ganado presenta sintomas como fiebre, problemas
de deglucién y debilidad, mientras en la mastitis subclinica
hay solo un aumento en el CCS (Gomes y Henriques, 2016;
Angelopoulou et al., 2019).

La mastitis es causada por diferentes patdgenos, entre los
denominados  patégenos contagiosos se  encuentran:
Streptococcus agalatiae, Staphylococcus aureus,
Mycoplasma spp. Otro grupo lo conforman los patégenos
ambientales como: Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae subsp dysgalactiae, Escherichia coli y
Klebsiella spp (Oliver y Murinda, 2012). Los antibioticos
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mas usados para el tratamiento y prevencién de la mastitis
son: la penicilina, cefalosporina, streptomicina, tetraciclina
(Oliver y Murinda, 2012). Se cree que el uso y el abuso de los
antibidticos en la agroindustria, son los responsables de la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus, es el responsable del 50 % de la
mastitis y el antibiético pirlimicina, presenta solo un 10-30 %
de efectividad frente a este patdgeno (Gomes y Henriques,
2016).

Un tratamiento alternativo para la mastitis bovina es la
terapia con bacteriéfagos (fagos). Los fagos son virus que
infectan y pueden destruir células bacterianas mediante lisis.
Al igual que el resto de virus, son parasitos obligados y
utilizan la maquinaria del hospedero para reproducirse. Los
fagos necesitan de un receptor especifico para unirse al
huésped, seguido de la liberacion del acido nucleico en la
célula infectada, en donde los genes del fago se expresan
eficientemente, en detrimento de la célula bacteriana, el
genoma del fago es replicado, posteriormente encapsidado en
la particula viral y finalmente causa una lisis de la bacteria
(Hesse y Adhya, 2019). La presencia abundante y diversa de
los fagos en la biosfera, los hace tener un papel fundamental
en la poblacion y evolucion de los patégenos bacterianos
(Pratama y van Elsas, 2018).

Los fagos tienen varias ventajas: son especificos en su
accion, no afectan la microbiota normal u ocasionan reaccion
alérgica (Horiuk, 2018). La relevancia de este estudio radica
en el uso potencial de fagos como alternativa a los
antibidticos, compuestos a los cuales las bacterias han
desarrollado algin tipo de resistencia y multirresistencia
(Carson et al., 2010).

Materiales y métodos

Las muestras se obtuvieron de un hisopado de la ubre,
realizando un frotis con hisopo, que luego se depositaron en
tubos con una solucién salina isoténica. Otra muestra se
obtuvo a partir de 1 mL de leche de una vaca con mastitis.
Las muestras se transportaron al laboratorio a una
temperatura de 4°C. Las muestras fueron filtradas a través de
un filtro Whatman de 0,45 pm, posteriormente se realizé el
método de doble capa de agar (Kropinski et al., 2009), en
donde se adiciond 1 mL de bacteria mas 1 mL del filtrado a
un tubo de ensayo con 4 mL de agar al 0,8 % a una caja de
Petri, las cuales se incubaron a 37 °C/24-48 horas hasta
observar placa de lisis.

Para la masificacion de los bacteriéfagos, las placas de lisis
respectivas se transfirieron a un Erlenmeyer con 50 mL de
caldo nutritivo con la bacteria en estudio, incubandose a
37°C por 48 horas, luego se centrifugé a 8000 rpm por 20
minutos; se recuperd el sobrenadante y se llevé a cabo
nuevamente el método de doble capa de agar, hasta la
aparicion de placas de lisis.

Resultados

En el primer aislamiento se observd la presencia de
bacteri6fagos que se  encontraban infectando a
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Staphylococcus spp., E. coli y Pseudomonas spp., principales
géneros de bacterias que ocasionan la mastitis (Figura 1).

Figura 1. Bacteriofagos con accion sobre S. aureus y E. coli.
Se diferencian dos morfologias de las calvas, pequefias (1
mm) sobre S. aureus y grandes (5 mm) para E. coli. (A)
Bacteriofago aislado de leche con accion sobre S. aureus. (B)
Bacteriofago aislado por hisopado de la ubre, accién sobre S.
aureus. (C) Calvas producto de bacteriéfagos sobre E. coli
aislados de la leche. (D) Bacteriéfago con accién sobre E.
coli, aislado del frotis de la ubre de la vaca.

En el segundo ensayo se demostr6 la reproducibilidad del
experimento evidenciando bacteriéfagos que infectan a E coli
y Staphylococcus spp (Figura 2). Se contrasta el primer
aislamiento con el segundo ensayo debido a que no se
obtuvieron nuevamente fagos que infectaran a Pseudomonas
spp. lo que puede darse por razones como la resistencia que
posee esta bacteria debido a las biopeliculas que forma, la
capacidad de adhesion del fago a la bacteria, 0 que no se
hayan producido las particulas de fago suficientes para
infectar la bacteria y el tiempo de latencia haya sido muy
corto para la liberacion del fago.

Figura 2. Segundo bioensayo. A. Aislamiento de bacteridfago
frente a E. coli. B. Aislamiento de bacteriéfagos frente a
Staphylococcus spp.

Discusion
Los fagos fueron descritos de manera independiente por
Frederick Twort y Felix D’Herelle, en 1915 y 1917

respectivamente. Aunque hubo un entusiasmo en la era pre-
antibidticos, con la aplicacion de los fagos contra infecciones
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como furunculosis, osteomiolitis, meningitis, sepsis
puerperal, tifoidea, entre otras, este interés fue decayendo
principalmente debido al advenimiento de los antibi6ticos
(Hesse y Adhya, 2019). Sin embargo, algunos paises de
Europa del Este (Polonia, Georgia y Rusia), continuaron
usando los fagos para el control de infecciones bacterianas en
clinica, solo la crisis derivada de la resistencia a los
antimicrobianos, han hecho resurgir la investigacion de los
fagos en paises como Francia, Bélgica, Suiza y Estados
Unidos (Cisek et al., 2017). Esas propuestas se han extendido
hacia el campo veterinario, en donde se han descrito el uso de
infusiones de fago y un fago denominado SA012, para tratar
mastitis ocasionada por S. aureus en un modelo murino
(O’Sullivan et al., 2019). En un estudio llevado a cabo en
Brasil, se aislaron fagos a partir de muestras de aguas
residuales de establos, encontrandose sélo dos fagos con
potencial para ser evaluados como agentes de biocontrol
contra S. aureus (Leite et al., 2019). En otro reporte, se
analizé la capacidad de inhibir S. aureus por el fago K
(familia Myoviridae) en la leche, encontrdndose que en leche
cruda habia una afectacion en la adsorcion del fago con
respecto a la leche con un tratamiento térmico (O’Flaherty et
al., 2005).

En nuestro estudio, se obtuvieron resultados de fagos
causando placas de lisis en bacterias tales como
Staphylococcus spp., E. coli y Pseudomonas spp. Se
evidencié una morfologia diferente en las placas de lisis
provocadas por los fagos que infectaban a Staphylococcus
spp. entre el hisopado de la ubre y la leche, observando en la
figura 2B la formacién de placas de lisis muy pequefias que
pueden ser el resultado de periodos de latencia muy largos,
tamarfios de explosidn pequefios y/o baja tasa de adsorcion de
los fagos a la bacteria huésped (Abedon y Culler, 2007). Esto
también puede indicar que se trata de fagos lisogénicos o
temperados, dada la morfologia observada en las calvas.

La presencia de fagos en cultivos bacterianos generalmente
se presume por las alteraciones caracteristicas que se
observan en las colonias. No obstante, su identificacién
requiere el uso de pruebas mas especificas.

En la actualidad se busca ademés de fagos con una
efectividad comprobada contra la bacteria blanco, una
estabilizacion y optimizacion de la aplicacion del producto,
se analizan cocteles de fagos, técnicas de encapsulacion y de
nanotecnologia (Malik et al., 2017) para una eficiencia de la
fagoterapia tanto en aplicaciones en humanos, como en
animales de interés veterinario.

Conclusiones

Los resultados indican la presencia de bacteriéfagos que
infectan a Staphylococcus spp., E. coli y Pseudomonas spp.
Los bacteri6fagos han adquirido gran importancia en la
virologia como indicadores de contaminacion ambiental y se
ha ampliado su uso en la fagoterapia como alternativa frente
al uso de antibidticos.
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