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Resumen

El aumento de la prevalencia de Salmonella spp resistente a maltiples farmacos se ha convertido
en un problema de salud publica. Las infecciones por este microorganismo estan asociadas a la
ingesta de productos alimenticios contaminados, principalmente los de origen animal como las
aves de corral. Esta baja inocuidad en los alimentos es consecuencia de la rapida propagacion y
dificil eliminacion de Salmonella, lo que pone en riesgo la produccidn avicola y la salud de todos
los consumidores. A esta problematica, se le suma el desarrollo de cepas resistentes, la cual esta
directamente relacionada con el uso indiscriminado de antibi6ticos convencionales tanto en terapia
humana como en la cria de animales. Por esto, es importante caracterizar los perfiles de resistencia
de especies de Salmonella de origen aviar capaces de infectar al hombre y evaluar otras estrategias
para combatirlas como los péptidos antimicrobianos (PAMS).

En la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia FIDIC, se han desarrollado algunos PAMs,
altamente selectivos contra bacterias y con un menor potencial para generar resistencia
antimicrobiana en comparacion a los antibioticos de uso comun.

En este trabajo para la evaluacion de la actividad de estos péptidos contra Salmonella, se realiz6
la seleccion de cepas de Salmonella spp de origen aviar e importancia zoon6tica con resistencia
frente a antibioticos y de cepas ATCC. Estos aislados son provenientes de diferentes granjas
avicolas de Colombia y fueron identificados por el laboratorio SERVET SAS. Los PAMs 35409-
1, 35409-13 y 41781 desarrollados en la FIDIC fueron evaluados frente a estas cepas de Salmonella
para determinar su utilidad terapéutica contra este microorganismo.

Los resultados evidencian que, Salmonella como patdgeno de importancia de salud publica sigue
estando presente en la industria avicola, en donde, se encontré que, los cinco aislados analizados
presentaron un aumento en la resistencia antimicrobiana en antibidticos que son utilizados como
terapia convencional para tratar a la bacteria en la industria avicola, adicional a esto se encontro
que tres de estos aislados se identificaron como S. Typhimurium y S. Enteritidis, las cuales son las
mas importantes en intoxicacion alimentaria.

Los tres PAMs tuvieron actividad antimicrobiana sobre S. Enteritidis ATCC 13076 y S.
Typhimurium ATCC 14028, ademas se determin0 que su actividad era de tipo bacteriostatico. El

PAM 41781 tuvo actividad antibacteriana sobre todos los aislados de Salmonella spp movil de
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origen aviar, donde ademas demostré tener un mecanismo de accién de tipo membranolitico sobre
la membrana celular de Salmonella.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, sensibilidad, antibiético, avicola, alternativa
antimicrobiana, Salmonella spp.



Abstract

The increasing prevalence of multidrug-resistant Salmonella spp has become a public health
problem. Infections by this microorganism are associated with the ingestion of contaminated food
products, mainly those of animal origin such as poultry. This low food safety is a consequence of
the rapid spread and difficult elimination of Salmonella, which puts poultry production and the
health of all consumers at risk. Added to this problem is the development of resistant strains, which
is directly related to the indiscriminate use of conventional antibiotics both in human therapy and
in animal husbandry. For this reason, it is important to characterize the resistance profiles of
Salmonella species of avian origin capable of infecting humans and to evaluate other strategies to
combat them, such as antimicrobial peptides (AMPs).

At the Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), some PAMs have been
developed, highly selective against bacteria and with a lower potential to generate antimicrobial
resistance compared to commonly used antibiotics.

In this work, for the evaluation of the activity of these peptides against Salmonella, the selection
of strains of Salmonella spp of avian origin and zoonotic importance with resistance against
antibiotics and ATCC strains was carried out. These isolates come from different poultry farms in
Colombia and were identified by the SERVET SAS laboratory. The PAMs 35409-1, 35409-13 and
41781 developed at FIDIC were evaluated against these Salmonella strains to determine their
therapeutic usefulness against this microorganism.

The results show that Salmonella as a pathogen of public health importance continues to be present
in the poultry industry, where it was found that the five isolates analyzed presented an increase in
antimicrobial resistance in antibiotics that are used as conventional therapy to treat bacteria in the
poultry industry, in addition to this it was found that three of these isolates were identified as S.
Typhimurium and S. Enteritidis, which are the most important in food poisoning.

The three PAMs had antimicrobial activity against S. Enteritidis ATCC 13076 and S. Typhimurium
ATCC 14028, and it was also determined that their activity was bacteriostatic. PAM 41781 had
antibacterial activity on all mobile Salmonella spp isolates of avian origin, where it also

demonstrated a membranolytic-type mechanism of action on the Salmonella cell membrane.



Keywords: Antimicrobial resistance, sensitivity, antibiotic, poultry, antimicrobial alternative,

Salmonella spp.
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1. Introduccion

La creciente y emergente resistencia antimicrobiana representa una seria amenaza para la salud
publica mundial (1). Los antibidticos convencionales son cada vez mas ineficaces como resultado
del desarrollo de la resistencia antimicrobiana (2). En los Gltimos afios, patdégenos transmitidos por
alimentos como Salmonella, se han asociado con un aumento de casos de muertes humanas, un
mayor tiempo de permanencia en el hospital y altos costos en el tratamiento por la baja eficacia de
la terapia convencional (3). Incluso se estima que, si no se introducen las estrategias adecuadas,
este problema continuara creciendo, causando cerca de diez millones de muertes anuales para el
afio 2050. Por esta razon, los estudios en busca de una posible y eficaz alternativa al tratamiento
convencional para las infecciones causadas por microorganismos resistentes a los antibiéticos es

de gran interés (4).

Salmonella es una de las bacterias transmitidas por los alimentos mas importantes del mundo y es
una de las principales causas de diarrea en nifios y adultos, las fuentes de transmision de
Salmonella son productos alimenticios contaminados, principalmente los de origen animal como
aves de corral, res, cerdo, huevos y productos lacteos, asi como el contacto directo con animales
infectados (5). El aumento de la prevalencia de Salmonella resistente a maltiples farmacos es un
problema emergente en todo el mundo, debido a su uso con fines terapéuticos y profilacticos en
humanos y en la cria de animales. Los alimentos juegan un papel importante en la transferencia de
la resistencia a los antibioticos debido a la presencia de residuos de antibiéticos y a la transferencia

de genes resistentes de la microbiota de los alimentos a las bacterias patogenas (6).

Estudios realizados, globalmente, han demostrado un aumento en la incidencia de infecciones por
Salmonella, aproximadamente 94 millones de casos de gastroenteritis registrados anualmente, de
los cuales 80,3 millones son de origen alimentario y donde predominan serotipos como Salmonella
entérica subsp entérica ser. Typhimurium (ST), Salmonella entérica subsp entérica ser. Enteritidis
(SE), Salmonella entérica subsp entérica ser. Heidelberg (SH) y Salmonella entérica subsp

entérica ser. Newport (SN), que son los serotipos mas importantes en salud publica (3).

Estudios realizados en Colombia, demuestran un incremento en la resistencia antimicrobiana de
cepas de Salmonella aisladas de avicolas. El laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional
de Salud (INS), entidad encargada de hacer vigilancia y control de las enfermedades, en un estudio
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realizado desde 1997 a 2010 reportd un aumento de casos de Salmonella spp, siendo S.
Typhimurium y S. Enteritidis los dos serotipos reportados méas frecuentemente y los de mayor
importancia zoonoética y de salud publica (7). Estas cepas, son muy peligrosas y de gran
preocupacion para la seguridad alimentaria, por lo que es necesario monitorear su resistencia frente
a los antimicrobianos, realizar una planificacion eficaz de la inocuidad de los alimentos con
intervenciones mas especificas y continuar en la busqueda de alternativas para combatir la

salmonelosis (6).

El desarrollo de una nueva clase de antibidticos se ha vuelto necesario (8), impulsando
investigaciones sobre el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. De hecho, en el afio 2017,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), publicé la primera lista de "patogenos prioritarios"”
resistentes a los antibidticos, en donde Salmonella se encuentra categorizada con prioridad elevada
para la investigacion y el desarrollo de nuevos antibiéticos, con el fin de contrarrestar el aumento

gradual de la resistencia a los antimicrobianos en el mundo (9).

Los PAMs como los que se han desarrollado en la Fundacion Instituto de Inmunologia (FIDIC)
son candidatos prometedores, como alternativas a los antibiéticos actuales, representando una de
las mejores armas para combatir el crecimiento de microorganismos y potencializar el tratamiento
ante las infecciones causadas por diferentes patdgenos (4). Diversos estudios de estructura -
actividad realizados en la FIDIC han conducido al desarrollo de tres candidatos promisorios por
su potencial terapéutico contra bacterias Gram-negativas: los péptidos 35409-1, 35409-13y 41781,
estos péptidos antimicrobianos no tienen actividad hemolitica o citotoxica a la concentracion
minima a la que inhiben el crecimiento bacteriano, lo que los convierte en candidatos terapéuticos
de gran interés. Sin embargo, hasta ahora su utilidad para combatir Salmonella spp de origen aviar

aln no ha sido evaluada.
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2. Marco conceptual y generalidades

2.1. Salmonella, caracteristicas generales

Salmonella, es un género de bacterias Gram-negativas con forma de bastoncillo, pertenecientes a
la familia Enterobacteriaceae. Este género se refiere a patdgenos primarios intracelulares que
conducen a diferentes manifestaciones clinicas en el desarrollo de la infeccion en humanos y
animales (10). Las bacterias son microorganismos no formadores de esporas, con un diametro que
oscila alrededor de 0,7 a 1,5 um y una longitud de 2 a 5 um y tienen movilidad por medio de
flagelos peritricos. Su respiracién es anaerobia facultativa (10), tienen la capacidad de metabolizar
los nutrientes por vias respiratorias y fermentativas, denominadas bacterias quimioorganotréficas
y utilizan el citrato como Unica fuente de carbono. La mayoria de los serotipos de Salmonella
puede llegar a crecer en una escala de temperatura de 5 a 47°C, sin embargo, su temperatura 6ptima
de crecimiento es 35-37°C, su pH de crecimiento éptimo esté entre 6,5y 7,5 pero puede crecer con
valore entre 4-9 (11).

Salmonella es una de las enterobacterias de mayor interés a nivel de salud publica y animal, debido
a que produce enfermedades en el tracto gastrointestinal y septicemia tanto en el ser humano, como
en varias especies animales (12). Una vez Salmonella infecta el tracto gastrointestinal, las bacterias
se evacuan en las heces, donde puede propagarse por roedores, insectos y diferentes animales,
Ilegando a estar finalmente en aguas contaminadas (12).

2.1.1. Clasificacion taxondémica y nomenclatura de Salmonella

La siguiente clasificacion taxondmica pertenece al microorganismo Salmonella spp (13).
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella
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De acuerdo con las propiedades bioquimicas y la relacion gendmica, el género Salmonella consta
de dos especies principales, Salmonella entérica (S. entérica) y Salmonella bongori (S. bongori),
y cada especie contiene multiples serotipos (11,14-16). Hasta el momento, se han descrito 2600
serotipos pertenecientes a S. entérica en todo el mundo, donde la mayoria de estos son capaces de
provocar infecciones en el hombre y los animales (3); S. entérica se divide en seis subespecies,
donde se pueden identificar con un nidmero romano y un nombre respectivo. En la Tabla 1 se
especifican las especies y subespecies de Salmonella y su hébitat usual. Dentro de las subespecies
mas importantes esta la S. enterica subsp. enterica (I) debido a su gran transcendencia en salud
publica y salud animal, donde hasta el 2010 se habian identificado alrededor de 1575 serotipos de
esta subespecie. De todos, tan solo 100 serotipos tienen importancia debido a que pueden causar

enfermedades en diversas especies (11,15,16).

Especie y subespecie de Salmonella Haébitat donde se encuentra
S. entérica subsp. entérica (1) Animales de sangre caliente
S. entérica subsp. salamae (1) Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. arizonae (l11a) Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. diarizonae (111b) Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. houtenae (1V) Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. indica (V1) Animales de sangre fria y ambiente
S. bongori Animales de sangre fria y ambiente

Tabla 1. Especies y subespecies de Salmonella spp y su habitat usual. Tomado y modificado de (11)(15)

A causa de la diversidad y cantidad de serotipos encontrados, el Centro Colaborador de Referencia
e Investigacion en Salmonella spp de la OMS y el Instituto Pasteur (Paris, Francia), son las
entidades encargas de definir y actualizar la clasificacion de Salmonella basandose en el esquema
Kauffmann-White (10,14) , donde indican la clasificacion del género, en serotipos de acuerdo a la
combinacion de dos principales determinantes antigénicos, el somatico (O) y el flagelar (H). El
antigeno somatico (O) pertenece a la membrana celular externa de la bacteria, es termoestable y

forma parte del componente oligosacarido del lipopolisacarido (LPS). Los antigenos H son
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termolabiles, se encuentran presentes en los flagelos bacterianos y hacen parte de la activacién de

la respuesta inmunitaria del huésped (Figura 1)(3).

Por lo general, los serotipos o serovares de Salmonella frecuentemente son escritos por su nombre
corto. Oficialmente, en la primera cita de un serotipo se da el nombre del género (cursiva), el
nombre de la especie (cursiva), la subespecie (cursiva), seguido de la palabra "serotipo y luego el
nombre del serotipo "(este escrito en letra normal sin cursivas), por ejemplo, Salmonella entérica
subsp. entérica serotipo Typhimurium, el cual puede ser abreviado por Salmonella Typhimurium
0 S. Typhimurium (7,16,17).

Hasta ahora, las cepas de Salmonella pertenecen a mas de 50 serotipos basados en el antigeno O y
a mas de 2500 serotipos (cada serotipo tiene designado una composicion unica del antigeno
somatico O y de los antigenos flagelares H)(14). La gran mayoria de los serotipos hacen parte de
una sola subespecie que es S. entérica, donde se encuentran asociados con el 99% de las

enfermedades humanas y animales ocasionados por este microorganismo patogeno (7,14,16,17).

Antigeno K
Capsula

Antigeno O Somatico
Pared celular (LPS)

Membrana plasmatica
DNA

Ribosoma
Plasmido

Pilis-

Antigeno H
Flagelo

Figura 1. Estructura celular y antigénica de Salmonella spp. Se representa la estructura celular de Salmonella
spp, con alguna de sus partes celulares y sus partes antigénicas, a) antigeno K, de capsula, b) antigeno O,
somatico y c¢) antigeno H, flagelar. Creacion del autor con base a (14)
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2.1.2. Patogenicidad y virulencia

A pesar de que los diferentes serotipos de S. entérica (I), estan estrechamente relacionados
genéticamente, existe una enorme variacion en su virulencia y epidemiologia. En el ser humano,
se pueden presentar dos tipos de infecciones: (i), una infeccidén generalizada con presencia de
fiebre continua, que involucra al sistema fagocitico mononuclear y se caracteriza por las fiebres
entéricas o fiebres tifoideas con una temperatura de 40°C, gastroenteritis, diarrea y sudoracion
profusa, provocada principalmente, por Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, By Cy otros
serotipos tifoideos. (ii), una infeccion especifica en el tracto digestivo, producida por
intoxicaciones alimentarias, la cudl puede ser provocada por la mayoria de los serotipos (no
tifoideos) (18,19).

Salmonella cuenta con varios mecanismos que le posibilita adherirse a las células epiteliales del
intestino delgado y asi, logre sobrevivir al pH acido del estdbmago, asi mismo, es capaz de tolerar
bien el estrés oxidativo provocado por el Oxido nitrico o el peroxido de hidrogeno, lo que
desempefia una funcién definitiva en la infectividad a nivel celular y de defensa en el
microorganismo (20). Salmonella es capaz de propagarse dentro de las células intestinales,
logrando liberar una endotoxina, donde puede causar dafio de la mucosa del intestino delgado y el
colon (21), sin embargo, se han venido reportando brotes alimentarios con infecciones a nivel
urinario y del apéndice vinculados a Salmonella, sugiriendo otros mecanismos de infectividad de

este microorganismo a otros tejidos (7,17).

Las variaciones genéticas, o polimorfismos, son particularmente prominentes en dos clases
generales de locus: (a) genes que codifican estructuras de superficie como LPS, flagelos y fimbrias,
y (b) genes de virulencia especificos que codifican factores que modifican la fisiologia de la célula

huésped o protegen a las bacterias de los sistemas antimicrobianos del huésped (19).

La virulencia de las cepas de Salmonella se asocia tanto con genes cromosémicos como
plasmidicos. En el cromosoma bacteriano, existen grandes casetes de genes, llamados islas de
patogenicidad (SPI), que codifican casi 60 genes responsables de interacciones especificas con el

organismo huésped (22).

20



2.1.3. Manifestaciones clinicas

Salmonella es un patégeno de interés alimentario en todo el mundo. Este microorganismo es
responsable de causar una enfermedad llamada salmonelosis, una gastroenteritis caracterizada por
presentarse con diarrea, en algunas ocasiones con presencia de sangre, dolor de cabeza, fiebre,
dolor abdominal y en algunas circunstancias fatiga, dolor muscular y fatiga. La duracion de la
enfermedad oscila entre 3 a 20 dias, donde todo depende y esté directamente relacionado con el
estado inmunolégico, la edad y la concentracion de la bacteria en el organismo. En algunos casos
Salmonella puede causar bacteremia e infecciones en otros tejidos del organismo (7,17).

Anualmente se presentan mas de 1,3 millones de salmonelosis, 26.500 hospitalizaciones y 420
muertes en los Estados Unidos cada afio, causadas por Salmonella (23,24), el porcentaje de
hospitalizacién oscila entre 20-40%, todo depende del estado inmunolégico del huésped, del
serotipo y la resistencia antimicrobiana que este tenga (25). En un estudio realizado en Estados
Unidos manifestd que en brotes donde el serotipo tenia baja resistencia a los antibioticos el
porcentaje de hospitalizados era de un 8%, mientras que al contrario en casos donde las serotipos
son multirresistentes el porcentaje aumentaba a 22% (7,17,25). Ademas, un pequefio nimero de
personas demuestra tener un estado de portador asintomatico de bacterias patdgenas durante un

afio después de la desaparicion de los sintomas (22).

Por otro lado, los serotipos que son altamente adaptadas a huéspedes animales, tales como S.
Gallinarum que afectan las aves de corral o S. Abortusovis encontrados en las ovejas, solo puede
producir sintomas muy leves en humanos. Sin embargo, S. Choleraesuis, cuyo huésped principal
es el cerdo, también causa una enfermedad sistémica grave en el hombre. Los serotipos ubicuos,
como S. Enteritidis o S. Typhimurium, afectan tanto al hombre como a los animales, causando
generalmente infecciones gastrointestinales con menor gravedad que la fiebre entérica. Sin
embargo, también tienen la capacidad de producir infecciones similares a la tifoidea en ratones y

en humanos o colonizacion intestinal asintomatica en pollos (17).
2.1.4. Aislamiento e identificacion microbiol6gica de Salmonella

La identificacion microbiologica de Salmonella esta fundamentada en determinar un resultado
cualitativo, es decir, detectar la presencia o ausencia del microorganismo en diferentes tipos de
matrices 0 muestras. La técnica consta de cuatro etapas que estan determinadas por la especificidad

de los medios de cultivos utilizados, los requerimientos nutricionales y el comportamiento

21



metabolico del microorganismo, la mayoria de los serotipos del género no fermentan la lactosa, lo
que ha permitido el desarrollo de una gran variedad de medios selectivos y diferenciales para lograr

cultivo, aislamiento y la presunta identificacion de Salmonella en el laboratorio (3,11).

El aislamiento de Salmonella se realiza generalmente de hisopos, 6rganos, muestras ambientales
y alimentos, utilizando el método de cultivo tradicional que implica los siguientes pasos con el fin

de mejorar la sensibilidad en la deteccion final del microorganismo (3).
a) Etapa de pre - enriquecimiento

El propdsito de esta primera etapa es optimizar el rendimiento metabdlico de las células de
Salmonella spp y de la demas microbiota acompafiante para permitir un completo crecimiento y
desarrollo de los microorganismos. Se elabora a partir de un medio de cultivo nutricional no

selectivo como agua peptonada, en incubacién durante 18 a 24 horas a 37°C (11).
b) Etapa de enriquecimiento selectivo

En esta segunda etapa se utilizan medios de cultivo selectivos para Salmonella spp como Caldo
Rappaport-Vasiliadis (RV) y Selenito Cistina (SC), favoreciendo el crecimiento del
microorganismo e inhibiendo el desarrollo de la microbiota acompafiante (11). Dependiendo el

medio de cultivo utilizado se incuba a una temperatura determinada y a un tiempo especifico.
c) Etapa de aislamiento en medios selectivos

Esta tercera etapa se fundamenta en el uso de medios de cultivo que sean selectivos para
Salmonella spp, donde los méas empleados son agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD), agar
Hektoen Entérico o un agar cromogénico para Salmonella. El objetivo es poder aislar, diferenciar
e identificar las colonias de Salmonella spp de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas y la composicion nutricional que le proporcione el medio de cultivo (11). Se incuba
a 37°C durante 24 a 48 horas.

d) Pruebas bioquimicas diferenciales

Esta Gltima etapa se realiza con el objetivo de confirmar colonias sospechosas de Salmonella spp.
Las pruebas bioquimicas se realizan en simultaneo y las mas utilizadas son el agar triple azlcar
hierro (TSI), el agar Lisina Hierro, urea, citrato, produccion de indol, fermentacion de azucares
como dulcitol y arabinosa. Se incuba a 37°C durante 18 a 24 horas y se realiza una interpretacion

de las reacciones basadas en la actividad metabolica de la bacteria (11).
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2.1.5. Presencia de Salmonella en productos de pollo y huevos
Un gran ndmero de serotipos de Salmonella se ha asociado con la carne de aves de corral y los
productos de huevo, siendo capaces de colonizar e infectar las aves vivas. La carne y los huevos
de aves de corral contaminados, particularmente cuando la bacteria estd presente en el contenido

del huevo, son vehiculos importantes de infecciones por Salmonella (7,18).

En la industria avicola se pueden encontrar diferentes factores que predisponen al ave a infectarse
por Salmonella, como lo es la edad de las aves, el serotipo de Salmonella, el estrés (provocado por
el medio ambiente, la presencia de aditivos alimentarios, como antimicrobianos y/o
anticoccidiales), la competencia con la microbiota intestinal y la presencia de un sitio de
colonizacién compatible para Salmonella en el organismo del ave). Asi mismo, hay varias fuentes
potenciales de contaminacion por Salmonella en una operacion avicola integrada, aqui, las aves
mas pequefias pueden infectarse por transmision vertical a través de padres infectados o por
transmision horizontal a través de criaderos, sexado en criaderos contaminados, infeccion cloacal,
equipo de transporte y alimento. Los factores ambientales como el aire, la basuray las instalaciones
sucias, y los vectores, como los insectos, los seres humanos y los roedores, son responsables de la

contaminacion por Salmonella en las granjas avicolas (7,18,26).

Las aves de corral pueden llegar a infectarse con diferentes serotipos de Salmonella, algunos de
estos serotipos como S. Pullorum y S. Gallinarum, son hospedadores especificos de pollos,
mientras que otros, como S. Typhimurium, S. Enteritidis y S. Heidelberg, pueden infectar una
amplia variedad de hospedadores. Hay varios serotipos de Salmonella cominmente identificados
asociados con pollos en los Estados Unidos, siendo los serotipos mas comunes S. Enteritidis, S.
Kentucky, S. Heidelberg, S. Typhimurium para aislamientos clinicos y S. Heidelberg, S. Kentucky,
S. Typhimurium, S. Senftenberg y S. Enteritidis para aislamientos no clinicos (7,17).

Se ha evidenciado carencia de la informacion y de notificaciones por las entidades reguladores del
mundo, debido a que no se cuenta con informacion reciente en Colombia y en el mundo, acerca de
la prevalencia de Salmonella como una enfermedad zoonotica asociadas a las aves de corral. Sin
embargo, en un estudio publicado en 2004, los serotipos de Salmonella mas comunes aislados
durante los de 1986 a 2004 se resumen en la Figura 2, una revision de los porcentajes relativos de
los serotipos prominentes identificados en los informes del Laboratorio de Servicios Veterinarios

Nacionales y de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades para aislamientos
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en pollos durante esos afios. Los datos presentados a continuacién son los porcentajes de todas las
Salmonella aisladas de pollo, desde principios hasta mediados de la década de 1990, donde S.

Enteritidis fue el serotipo notificado con més frecuencia en los Estados Unidos, asi como en Europa

(7).
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Figura 2. Revision de los porcentajes relativos de los serotipos para aislamientos en pollos, durante los
afios 1986 a 2004, en Estados Unidos y Europa. Tomado de (26)

También, en el afio 2011 en Colombia, el laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de
Salud, notificé un estudio realizado entre los afios 1997 a 2010, donde se evidencia el incremento

de los dos serotipos mas frecuentes, S. Typhimurium y S. Enteritidis (Figura 3).
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Figura 3. Serotipos de Salmonella spp aislados de humanos para Colombia, de 1997 a 2010, asociados a
aves de corral. Fuente: Instituto Nacional de Salud, 2011. Tomado de (7)

2.1.6. Terapiay resistencia antimicrobiana
Generalmente la Salmonelosis es auto-limitante, en afios recientes se ha observado un aumento
en la aplicacion de antibi6ticos para controlar la enfermedad, donde el antibi6tico por eleccién

para adultos son las fluoroquinolonas (7).

El cloranfenicol fue el primer antimicrobiano que resulto eficaz en la fiebre entérica y durante
muchos afios fue el tratamiento estandar. El tratamiento con cloranfenicol logro la resolucion de
los sintomas en 4 a 6 dias y transform6 una enfermedad prolongada, debilitante y potencialmente
fatal en una condicion tratable con una baja tasa de letalidad. Las desventajas del cloranfenicol
son su administracion cuatro veces al dia y la necesidad de administrarlo durante al menos 2
semanas para reducir el riesgo de recaida de hasta el 10-15% (6). A principios de la década de
1960, se registro la primera incidencia de resistencia antimicrobiana de Salmonella, la cual, se
trataba de este Unico antibiotico; desde entonces, el aislamiento de serotipos de Salmonella

resistentes a uno o0 mas tipos de antibiéticos ha aumentado a nivel mundial (3).

Durante los afios 70 y 80 las cepas de Salmonella mostraron tener una variada susceptibilidad a la
ampicilina, tetraciclina y trimetropin sulfa (27). Sin embargo, en los ultimos 20 afios, se
presentaron casos en todo el mundo con resistencia antimicrobiana a ampicilina, trimetropin sulfa,

cloranfenicol, aminoglucoésidos y sulfonas, relacionada en cierta parte a la facilidad que tiene esta
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bacteria en poder traspasar componentes de resistencia como integrones, plasmidos, transposones

por medio de la resistencia horizontal (7,27,28).

Cabe resaltar que se ha observado que una gran parte de las cepas de Salmonella procedentes de
la industria avicola han incrementado su resistencia antimicrobiana (7). La primera isla de genes
reportada fue la “Salmonella genomic island 1 (SGI1)” encontrada en S. Typhimurium TD104,
esto debido, a que posee un cluster de genes de resistencia a varios antimicrobianos como
ampicilina, sulfonamida, cloranfenicol, streptomicina y tetraciclina. Recientemente se ha
detectado que S. Typhimurium TD104, también posee un plasmido que contiene el gen ampC
(blaCMY), que codifica para un B-lactamasa y es capaz de conferirle resistencia también a
ampicilina (28). Adicionalmente, su multi-resistencia es de gran interés, debido a que es capaz de

ocasionar infecciones extraintestinales severas en humanos (7,28).

La resistencia de Salmonella multiples antibioticos estd definida como la resistencia a los
antibidticos tradicionales de primera linea como la ampicilina, el cloranfenicol y el trimetoprim-
sulfametoxazol (3). Las cefalosporinas de espectro extendido, fluoroquinolonas y azitromicina se
establecieron como alternativas efectivas (29), donde segun la lista de las bacterias para las que
necesitan nuevos antibidticos de la OMS las fluoroquinolonas ya hacen parte de la lista de

antibidticos contra los que Salmonella ha desarrollado resistencia (9).

2.2. Alternativas terapéuticas contra la resistencia antimicrobiana
La creciente y emergente situacion en salud pablica en todo el mundo debido a la resistencia
antimicrobiana, ha generado la constante busqueda de nuevos efectos de los agentes
antimicrobianos y/o sus combinaciones en sistemas in vitro e in vivo para su contencion (30). La
OMS ha manifestado, que la resistencia antimicrobiana es una de las 10 principales amenazas de
salud publica a las que se enfrenta la humanidad (31), en esta seria problematica, se requieren mas
innovaciones e inversiones en investigacion y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos,
especialmente los dirigidos contra bacterias gramnegativas criticas, como las enterobacteriaceas

resistentes a los antibioticos carbapenémico (31).

Muchas de las tendencias innovadoras que se han estudiado, implican distintas combinaciones
entre antibioticos tradicionales o también, el disefio de mezclas entre multiples antimicrobianos

naturales con efectos sinérgicos entre estos. Donde se ha evidenciado que el efecto potencial de
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dichas combinaciones puede ser un excelente indicador de que, en un futuro cercano, la terapia
antimicrobiana combinada puede ser una solucion alternativa para mitigar y/o solucionar la multi-

resistencia generada por las bacterias contra los antibioticos tradicionales (30).

Las vacunas y los probidticos han demostrado ser buenos agentes con actividad profilactica, donde
se ha evidenciado que disminuyen la incidencia de infecciones, implicando un ahorro futuro en el
uso de antibioticos (32). Los bacteriofagos, son virus que infectan y parasitan a las bacterias, estos
pueden presentar un ciclo litico que genere la lisis de la bacteria infectada. Se han encontrado,
fagos especificos para un determinado género o especie bacteriana, sin embargo, al ser elementos
activos, los fagos deben someterse a rigurosos controles de calidad para asegurar la ausencia de

efectos indeseables y ademas de esto ninguno se encuentra disponible en el mercado (32,33).

Los PAMs sintéticos, son grandes candidatos debido a que tiene potentes caracteristicas intrinsecas
antimicrobianas, sinérgicas y antagonicas, que presenta con otros mediadores inmunoldgicos.
Debido a su amplio espectro de actividad, un Unico péptido puede actuar contra bacterias Gram
negativas, Gram positivas, hongos, e incluso virus y parasitos, aumentando el interés por investigar
la dindmica de estas moléculas (34) Pocos PAM han sido aprobados por la FDA, algunos solo para

uso veterinario (32).

2.3. Péptidos antimicrobianos PAMs

Los PAMs son secuencias de aminoacidos (6 a 100 amino&cidos) con actividad contra diferentes
microorganismos en el mundo, generalmente presentan carga positiva (+2 a +11), debido a que
contienen una parte de residuos de arginina y/o lisina que interactdan con los grupos de cabeza
de fosfato cargados negativamente de la membrana bacteriana, (4,35-37) asi mismo, los PAMs
son las nuevas moléculas antimicrobianas méas prometedoras en el mundo, debido a su gran
potencial terapéutico. Se originan en todos los dominios de la vida, desde bacterias, hongos y
plantas, hasta invertebrados y mamiferos. Desde la década de 1980, se han aislado e identificado
de diferentes especies de plantas y animales, péptidos con actividad antimicrobiana, lo que los
hace que sean considerados como antibioticos naturales. Muchos de estos péptidos naturales, han
sido tomado como moldes para poder desarrollar peptidos sintéticos y mejorar su actividad

antimicrobiana (35).
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Los PAMs tienen una serie de ventajas potenciales como futuras terapias; ademas de su actividad
antimicrobiana de amplio espectro y la rapida destruccion de microorganismos, algunos PAMs no
se ven afectados por los mecanismos clasicos de resistencia a los antibi6ticos. Es significativo que,
dada su propension a permeabilizar las membranas microbianas diana, la aplicacion potencial mas
prometedora de los PAMs es la mejora de la potencia de los antimicrobianos existentes al facilitar
el acceso a la célula microbiana, lo que resulta en efectos terapéuticos sinérgicos. Curiosamente,
aunque el papel biologico fundamental de los PAMs es la actividad antimicrobiana, estudios
recientes han destacado nuevas funciones alternativas para estas moléculas, incluidas las
actividades inmunomoduladoras, la neutralizacion de endotoxinas, la cicatrizacion de heridas y las

propiedades antineoplasicas (38).
2.3.1. Propiedades fisico quimicas

Un requisito esencial para cualquier agente antimicrobiano es que tenga toxicidad selectiva para
el objetivo microbiano. Varios factores determinan la selectividad de los PAMs sobre los
microorganismos; por un lado, las caracteristicas y la composicion de la membrana microbiana, y
las caracteristicas estructurales que las diferencian de las membranas de células animales o
humanas. Por otro lado, las caracteristicas fisicoquimicas de los PAMs como, su estructura

secundaria, carga y anfipaticidad (1,35) .

a) Carga
Se ha informado de la existencia de péptidos con carga negativa (aniénicos), neutra y positiva
(catidnicos). Sin embargo, la gran mayoria de los PAMs identificados tienen una carga neta
positiva (que oscila alrededor de +6). Los PAMSs cationicos, suelen ser mas activos porque son
atraidos electrostaticamente por la carga negativa de las membranas microbianas, esto se
correlaciona directamente con la potencia y la selectividad del péptido antimicrobiano. Ademas,
un aumento de valor en la carga positiva del péptido puede estar relacionado con la disminucion

de la toxicidad hacia las células del huésped (39).

b) Secuencia

La secuencia es la composicion de aminoacidos que posee cada péptido antimicrobiano y es
fundamental debido a que va a determinar la secuencia estructural y las propiedades fisicoquimicas

del PAM. Se ha informado que los PAMs, contienen principalmente lisina, glicina y leucina, asi
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mismo, la presencia de arginina, o lisina con triptéfano ayuda a los péptidos en la insercién a la

membrana microbiana (35).

c) Estructura
Los péptidos antimicrobianos pueden tomar diferentes estructuras secundarias, desde una hélice-
o, una ldmina-P hasta estructuras mixtas. Se sabe que los PAMs con estructura helicoidal suelen
presentar mayor actividad en las membranas microbianas, pero también en las membranas de los

gldbulos rojos (35)

d) Hidrofobicidad
La hidrofobicidad en los PAMs se refiere al porcentaje de aminoacidos hidrofobos que estén en su
secuencia. La hidrofobicidad le permite a los PAMs sean solubles y se unan a la membrana
microbiana y logren dividir la bicapa lipidica. En promedio, los PAMs contienen

aproximadamente un 50% de residuos hidréfobos (35,39).

e) Anfipaticidad
Los PAMs son capaces de tomar estructuras anfipaticas, donde una region es hidréfoba y la otra
hidréfila, lo que los hace moléculas activas de membrana. La anfipaticidad se designa como la
distribucion espacial de aminoacidos hidrofobos y polares que da como resultado una separacion

mas 0 menos acentuada en la estructura del PAM (35,39).

Esta propiedad es muy importante para la selectividad y actividad antimicrobiana de los PAMs,
tanto para los que son a-hélice y los que son lamina-p. En péptidos helicoidales la anfipaticidad
ayuda al hundimiento de las regiones hidrofobas en la bicapa de la membrana, que es un paso

esencial que conduce a la ruptura de la membrana (35,39)

2.3.2. Clasificacion de los PAMs
Los PAMs pueden clasificarse seglin su estructura, en cuatro clases principales segln su estructura

secundaria (4).

a) a-helicoidales

La mayoria, son péptidos lineales no estructurados libres de residuos de cisteina que se
pliegan en a-hélices al entrar en contacto con las membranas o al entrar en contacto con
disolventes organicos o detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS) (Figura 4a)
(4,40,41).
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b)

d)

Los péptidos a-helicoidales son los mas abundantes en la naturaleza y se han aislado de
diferentes especies como plantas, insectos y mamiferos. Algunos de estos péptidos no son
estrictamente o-helicoidales y pueden poseer un retorcimiento interno y / 0 un segmento

flexible no estructurado en el extremo Ny / o C terminal (4,40,41).

Se necesita minimo de 7-8 aminoacidos de longitud para formar una estructura helicoidal
con regiones hidrofobas e hidrofilas separadas las cuales facilitaran la solubilidad del
péptido en medios acuosos y a su vez la interaccion con las colas hidr6fobas de los lipidos
de las membranas microbianas (39).

Lamina p

Los PAMs de lamina  consisten en al menos dos cadenas B con muchas estructuras lineales
que adoptan una conformacion similar a una horquilla . La mayoria de los miembros de
esta familia contienen residuos de cisteina conservados que forman puentes disulfuro
critico, lo que da como resultado una estructura anfipatica de hoja 3 estabilizada (Figura
4b). En estos PAMs, la actividad antimicrobiana generalmente se atribuye a los residuos
catidonicos y las cadenas laterales hidrofobicas expuestas en las hojas B antiparalelas (4,40)
Los PAMs de hoja B estan mas estructurados en solucion y no sufren ningin cambio
estructural determinante cuando se pasa de un entorno acuoso a un entorno de membrana
(42).

Mixtos

Esta clase de PAMs contiene una estructura mixta, tanto hélices oo como laminas 3, y se
dirige fuertemente a las membranas. Los miembros mas destacados son las defensinas de
plantas e insectos que tienen actividad antifungica debido a interacciones con

esfingolipidos de membrana fangica (Figura 4c) (40).

Extendidos

Estos PAMs tienen una estructura de bobina extendida, son lineales sin residuos de cisteina
y contienen una alta proporcion de prolina, arginina, glicina, triptéfano e histidina (43),
carecen de estructuras de hélice a y lamina B (Figura 4d). Muchos de estos PAMs, son
ricos en triptéfano y tienen segmentos hidréfobos e hidrofilicos en su secuencia. Los
péptidos ricos en prolina tienen entre 15 y 39 residuos y por lo general actian sobre
objetivos intracelulares (40).
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a. Alfa-helice

b. Lamina beta

Enlaces disulfuro

Enlaces disulfuro

Region rica en Trp d. Extendida

Figura 4. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos segln su estructura secundaria. Se representa las
cuatro estructuras de los péptidos antimicrobianos. a). a-helicoidal. b). Lamina [, con una representacion
de los enlaces disulfuro. c). Mixta, la cual tiene estructura de hélice o y lamina . d). Extendidos, con una
forma lineal con regiones ricas en triptéfano. Tomado y editado de: (40).

2.3.3. Mecanismos de accion de los PAMs

La mayoria de los PAMs acttan directamente contra la membrana celular de los microorganismos
generando la formacion de poros, lo que permite la salida de iones y nutrientes esenciales. Sin
embargo, el mecanismo puede variar segin el péptido, su secuencia de aminoéacidos y la
composicion de lipidos de la membrana del microorganismo. De modo que, algunos PAMs pueden
tener accidn intracelular, comenzando con la interaccién inicial con la membrana que les permitiria
penetrar en la célula para generar efectos como la inhibicion de la biosintesis de la pared celular,
de ADN, ARN y/o proteinas. Estas propiedades, combinadas con la amplia gama de actividad y el
corto tiempo de contacto requerido para inducir la muerte, han llevado a considerar a los PAMs
como candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Figura 5)
(38,44).

La interaccion preliminar de los PAMs con membranas microbianas, generalmente, se logra a
través de las interacciones electrostaticas, es decir, por las cargas presentes de ambas partes, la
carga positiva de los PAMs y su atraccion electrostatica hacia las cargas negativas de las paredes
bacterianas (36). Tras esta interaccion, los PAMs se acumulan en la superficie y se autoensamblan
en la membrana bacteriana después de alcanzar una determinada concentracion, generando asi,

interacciones hidrofobicas con los lipidos y areas de desequilibrio en la membrana externa. Una
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vez ahi, los PAMs pueden sufrir alteraciones en su estructura y generar dafios en la membrana o
dentro de la célula (43,45,46)
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Figura 5. Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos en bacterias. Se esquematiza A. Ruptura
de la integridad de la membrana celular por medio de tres modelos. A1) modelo duela del barril, A2) modelo
del poro toroidal, A3) modelo de la alfombra, B. Inhibicién de la sintesis de ADN, C. Blogqueo de la sintesis
de RNA, D. Inhibicion de las enzimas determinantes en la unién de proteinas estructurales para la formacion
de la pared celular, E Inhibicion de la actividad de los ribosomas y sintesis de proteinas, F. Inhibicion de la
actividad de las chaperonas, G. 1. Inhibicion de la cadena respiratoria, G2. Ruptura de la membrana
mitocondrial. Tomado Yy editado de (38).
a) Modelo de alfombra

En este modelo los PAMs se adsorben en paralelo a la bicapa lipidica, alcanzando una
concentracion suficiente para cubrir la superficie de la membrana, formando asi una especie de
alfombra. Aqui se inducen diferentes interacciones que ponen en peligro la integridad de la
membrana, produciendo un efecto similar al de un detergente que va a debilitar y desintegrar la
membrana microbiana, lo que produce la muerte celular por pérdida del contenido citoplasmatico

(Figura 6a) (43,45).

b) Formacion de duela de barril

En este modelo los PAMs se ubican inicialmente en paralelo a la membrana, pero finalmente
cambiaran de una orientacién perpendicular en la bicapa lipidica, para formar poros en forma de

barril. La estructura anfipatica permite que la superficie hidréfoba interactte con los lipidos de la
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membrana y las regiones hidréfilas, lo que mantiene interacciones péptido-péptido, alterando y

generando una pérdida en el equilibrio osmético y solidez de la membrana (Figura 6b) (43,45).

Se produce una estructura anfipatica del péptido (helice o con ~ 22 residuos y/o hoja  con ~8
residuos), debido a que las zonas hidréfobas interacttan con los lipidos de la membranay los

residuos hidrofilos forman el lumen de los canales (43).

c) Formacién de poros toroidales

En este modelo los péptidos se insertan perpendicularmente en la bicapa lipidica, induciendo una
curvatura local con los poros formados en parte por los péptidos y en parte por el grupo de cabeza
de los fosfolipidos. Se denomina poro toroidal por la super molécula de lipido-péptido que se
genera de manera dinamica y transitoria, aqui la disposicion hidrofobica e hidrofilica de la bicapa
se rompe. Esto proporciona superficies alternativas para que interactien la cola de lipidos y el

grupo de cabeza de lipidos. (Figura 6c) (43).

a. Modelo de alfombra b. Duela de barril
PAM
T ™
J ‘i‘ b
~/ t —~ PAM

c. Poro toroidal

Figura 6. Mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos en la membrana bacteriana. Se
esquematiza los mecanismos de accion de los PAMs. a) Modelo de alfombra. b) Modelo duela de barril. c)
Modelo poro toroidal. Tomado y editado: (2,39).

2.3.4. PAMs desarrollados en la FIDIC

En la FIDIC, se han llevado a cabo multiples trabajos de disefio y evaluacion de PAMs, con los
cuales se han identificado y optimizado péptidos con actividad contra bacterias. Dentro de estos

estudios se han investigado principalmente dos secuencias:
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1. El péptido PfRif 0 35409 (RYRRKKKMKKALQYIKLLKE) derivado la proteina Rifina de P.
falciparum que tiene actividad contra bacterias E. coli desde 25 puM, pero también actividad
hemolitica desde 1,56 UM (47).

Debido a la actividad toxica de estos péptidos antimicrobianos contra globulos rojos (GRs), en la
FIDIC se han evaluado diversos derivados sintéticos. En 2020 se publico un estudio cuyo objetivo
fue optimizar la secuencia del péptido 35409 para la obtencidn de péptidos sintéticos cortos (< 20
residuos de longitud) activos y selectivos por bacterias. Al evaluar la actividad bioldgica y
caracteristicas fisicoquimicas de los derivados, se encontré que el derivado 35409-1, de 17
residuos de longitud, tenia las mejores caracteristicas terapéuticas ya que tenia una alta selectividad
por células bacterianas, estabilidad en presencia de suero humano, actividad contra aislados
clinicos multirresistentes de E. coli, un poderoso efecto membranolitico y un bajo potencial para
inducir resistencia en las bacterias. Pero ademas, se identifico un segundo candidato de 14 residuos

con actividad parcial contra bacterias que no ha sido estudiado a profundidad (péptido 35409-13)
(D).
El péptido 1609 (LIKNFLKGKKVRKFGYIY1Y) disefiado de novo que tiene actividad contra E.

coliy S. aureus, pero también actividad hemolitica a bajas concentraciones (datos no

publicados).

De esta secuencia se han evaluado diversos derivados, donde el péptido 41781 fue disefiado e
identificado como un candidato promisorio debido a que un estudio realizado en 2020, determin6
que el PAM 41781 fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano con una CMI del2.5 uM sobre
E. coli 25922, asi mismo fue capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus con una CMI de 50 puM.
También se determind su actividad como un agente bactericida contra E. coli, mostré6 una
reduccion en su actividad hemolitica con respecto a su péptido madre. EI PAM fue evaluado frente
a celulas epiteliales Vero, derivadas del mono Chlorocebus sp, donde mostré un bajo potencial

citotoxico (48).

De esta manera, el disefio de PAMSs ha dado lugar a tres candidatos de interés, los cuales presentan
actividad antibacteriana (con valores de CMI menores a 100 uM contra E. coli) y que no presentan
actividad hemolitica a concentraciones menores o iguales a 200 uM.
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Péptido Secuencia Longitud Carga % de,aa setructura
hidrofébos predicha
Derivados del péptido PfRif o 35409:
35409-1 RKKKMKKALQYIKLLKE 17 +8 35 helicoidal
35409-13 KMKKALQYIKLLKE 14 +7 42 helicoidal
Derivado del péptido 1609:
41781 FLKGKKVRKFGYIYIY 16 +6 37 helicoidal

Tabla 2. Péptidos antimicrobianos selectivos por microorganismos con actividad antibacteriana
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3. Hipotesis

Los péptidos antimicrobianos 35409-1, 35409-13 y 41781 tienen actividad membranolitica
contra Salmonella spp de origen aviar
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana de péptidos antimicrobianos contra Salmonella spp movil
de origen aviar e importancia zoonotica.

4.2. Objetivos especificos

e Seleccionar cepas y aislados de Salmonella spp movil con importancia zoonética a partir
de aislados bacterianos de aves de corral.

e Determinar la actividad antibacteriana de los PAMs 35409-1, 35409-13 y 41781 contra los
aislados seleccionados de Salmonella spp

e Evaluar de forma preliminar el mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos
contra Salmonella spp de origen aviar.

37



5. Metodologia (Materiales y métodos)

Para el cumplimiento de los objetivos planteados, se realiz6 la metodologia sintetizada en el
siguiente esquema:

Figura 7. Esquema general de la metodologia

Actividad antibacteriana de péptidos antimicrobianos contra

aislados deSalmonella spp de origen aviar e importancia

1er objetivo zoondtica 3er objetivo

2do objetivo
Analisis estadistico en bases de )

datos, aislados Salmonella 2019-
2020

Evaluacion mecanismo de
accion de PAMs

Seleccion dePAMs 35409-1,

3540913, 41781

Caracterizacion perfil de

resistencia de cepas Determinacién actividad Microscopia éptica (Luz
antibacteriana (CMI) blanca)
J—
Mantenimiento — reactivacion
cepas seleccionadas Microscopia Electrénica de

- STATCC 14028
- SE ATCC 13076 Barrido (MEB)
Aislado 378
Aislado 800
Aislado 828
Aislado 728

Serotipificacién de aislados y

confirmacion por PCR

27

Se representa la metodologia en el orden en que se llevé a cabo, dando cumplimiento a cada objetivo
planteado. (Del autor)

5.1. Base de datos para analisis estadistico
El laboratorio SERVET SAS es un laboratorio especializado en el diagnostico aviar; el laboratorio
proporciond todos los datos acerca de la identificacion microbiolégica de los aislados bacterianos
obtenidos en los afios 2019-2020 de las muestras de aves recibidas de diferentes avicolas de

Colombia. Cada reporte contenia informacion acerca de:

a) Identificacion interna del laboratorio: Numero interno de orden o ingreso designado por
el laboratorio, las muestras llegan a SERVET por sintomatologia relacionada con alguna
patologia en un lote de aves o por control interno de la granja avicola.

b) Laexplotacién comercial del ave, que se refiere a la clase de explotacion avicola segln su
linea de produccion en la industria de aves(49). Aqui se distinguen cinco grupos:
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e Avede engorde: designada a la produccion de carne para su consumo humano (49).
Para el analisis microbioldgico de estas aves se analizan muestras de tejido de
sacos aéreos, higado, traquea y bazo.

e Ave de postura: destinada a la produccion de huevos para consumo humano (49).
Para el andlisis microbioldgico de estas aves se procesan muestras de tejido de
senos nasales, higado, traquea y oviducto.

e Ave de levante: designada para la produccion de huevos para su consumo humano,
su cria se da desde el dia uno hasta las 18 semanas de vida (49). Para el andlisis
microbioldgico de estas aves se procesan muestras de tejido de senos nasales,
higado, traquea y bazo.

e Ave reproductora: destinada para la incubacién de huevos fértiles. Para el analisis
microbioldgico de estas aves se procesan muestras de tejido de senos nasales,
higado, traquea y oviducto.

c) Edad: Edad del ave tomada en dias o0 semanas.

d) Lote: Es el grupo de aves de la misma especie y edad bajo el mismo manejo, mantenidas
en un mismo ambiente (49).

e) Fecha de recepcion de la muestra en el laboratorio.

f) Identificacion de la cepa aislada, por medio de un diagndstico microbioldgico.

g) Movilidad de Salmonella spp, es la prueba microbioldgica para determinar la presencia de
flagelos en la bacteria y designar mévil o no mévil a Salmonella

h) Antibiograma, es la prueba de sensibilidad antimicrobiana realizada con el método de

difusion en agar para la cepa aislada microbiolégicamente, con antibidticos de uso comun.

Estos datos fueron recopilados en Excel y se realizé un analisis estadistico descriptivo con el fin

de obtener informacion acerca de los siguientes parametros:

. Prevalencia de Salmonella spp mavil en las granjas analizadas
. Prevalencia de Salmonella spp movil por explotacion comercial
. Resistencia de Salmonella spp movil frente a antibidticos de uso coman.
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5.2. Caracterizacion de la resistencia antimicrobiana en aislados de

Salmonella spp mavil de origen aviar

A partir de la base de datos generada, se realizo la caracterizacion de los perfiles de resistencia de
cada aislado de 2019 y 2020. Para esto se usaron los valores estandar de sensibilidad y resistencia
para los antibioticos de uso comun frente a Salmonella spp, valores que se usan de forma rutinaria
en el laboratorio SERVET en los antibiogramas realizados (Penicilina 10 pg, Amoxicilina 10 pg,
Ciprofloxacina 5 pg, Florfenicol 30 ug, Norfloxacina 10 ug, Enrofloxacina 5 pg, Fosfomicina 50
ug, Trimetoprim / Sulfa 1/25 g, Tetraciclina 30 pg y Gentamicina 10 pg, antibioticos utilizados
en el laboratorio SERVET, de la marca comercial OXOID, los cuales cumplen con las directrices
del CLSI) (50).

Luego de esta caracterizacion para cada aislado, se unificaron los perfiles de resistencia mas
comunes, como representacion de la poblacion de estudio y se seleccionaron cinco aislados, con

perfiles de resistencia representativos.

5.3.  Mantenimiento y conservacion de cepas y aislados de Salmonella

Spp
Los cinco aislados aviares de Salmonella spp movil (378, 728, 828, 800 y 665) fueron
suministrados por el laboratorio SERVET SAS. Para su uso en este estudio, éstos fueron
descongelados a temperatura ambiente, transferidos a caldo BHI e incubados a 37°C durante 18-
24 horas, luego fueron resembrados en agar XLD (medio selectivo para Salmonella) e incubados
a 37°C por 24-48 horas, con el fin de confirmar un aislamiento microbiol6gicamente ideal por su

crecimiento caracteristico en este medio de cultivo.

Posteriormente, las cepas y aislados se inocularon de forma individual en LBB y congelados con

glicerol al 15%, para su almacenamiento a una temperatura de -70°C hasta su uso.

5.4. ldentificacion de aislados de Salmonella spp mavil

5.4.1. Serotipificacion de aislados de Salmonella spp movil
Para la identificacion de los cincos aislados bacterianos de Salmonella spp movil, se realizé una
siembra por agotamiento desde el glicerol, en una caja de Petri de MHA, se incubaron por 24 horas
a37°C.

40



La serotipificacion de Salmonella, se realiz6 en el laboratorio SERVET, mediante pruebas de
aglutinacion en lamina. Para esto se usaron monovalentes y polivalentes disponibles
comercialmente, antisueros soméaticos O de superficie, antisueros flagelares H y el antisuero
capsular K, este ultimo para la determinacion del género bacteriano. Se utilizaron con antisueros
monovalentes y polivalentes que estan disponibles comercialmente y se realiz6 mediante pruebas
de aglutinacion en lamina. La identificacion se realizo en primer lugar con la prueba del antisuero
Vi (antisuero capsular K), seguido de los antisueros O y por ultimo los antisueros contra los
antigenos flagelares H (51). Para la serotipificacién de los cinco aislados, se utilizaron los
antisueros somaticos, O:4 (Grupo B) especifico para S. Typhimurium y O:9 (Grupo D) especifico
para S. Enteritidis, debido a que estos dos serotipos son los de importancia zoonética y salud
publica; en cuanto a los antisueros flagelares se utilizaron, H:i (S. Typhimurium) y H:G,m (S.
Enteritidis) (14,52).

En una lamina portaobjetos se rotuld con el antisuero a evaluar junto con la identificacion del
aislado a serotipificar. Inicialmente, se dispensaron 10 pL del antisuero Vi (antisuero capsular K)
y se tomd una asada de la colonia a evaluar a partir del MHA, se homogenizé la mezclay se espero
por aproximadamente 1 minuto en agitacion constante, la formacion macroscépica de agregados
aglutinados indica una reaccion positiva (siguiendo el protocolo elaborado por el Instituto Pasteur
y la casa comercial de los antisueros SSI DIAGNOSTICA) (14,53). Posteriormente, se realizo el
mismo procedimiento con los antisueros O somaticos (O:4 y O:9) para determinar el serogrupo
correspondiente al aislado, Salmonella spp solo expresa un antigeno somatico en su pared celular
(51,54). Se tom6 como control negativo la mezcla de 10 uL PBS 1X y 10 pL de cada antisuero
para comprobar que no hubiese una reaccidn autoaglutinante por parte de este, y como control
positivo se tomd S. Typhimurium ATCC 14028.

5.4.2. Extraccion y Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) de los
aislados de Salmonella spp movil
La gPCR se realiz6 en el laboratorio SERVET con los aislados que por serotipificacion
evidenciaron un resultado presuntivo para S. Enteritidis 0 S. Typhimurium. Para esto, se tomé cada
aislado bacteriano de Salmonella spp mévil y realizé una siembra por agotamiento desde el glicerol
en una caja de Petri con MHA.. Estas cajas fueron incubadas por 24 horas a 37°C, se tomaron 2-3

colonias morfologicamente iguales y se inocularon en 3 mL de LBB y se incubd de 18-24 horas a
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37°C con agitacion (55). Pasado el tiempo se realizé una extraccion cruda del ADN, a partir de 1,5
mL de la suspension bacteriana. Esta se dejd, centrifuga a 10.000 rpm por 10 minutos, luego de
esto se descarto el sobrenadante, conservando el pellet. Se re suspendio el pellet con 400 pL de
agua ultra pura libre de nucleasas, se procedié a dejar los viales en bloque térmico a una
temperatura de 100°C durante 10 minutos para lisar las células bacterianas, luego se llevo a choque
térmico a ~4-5°C por 5 minutos y finalmente se centrifugé a 2000 rpm durante 5 minutos. La

extraccién de ADN (sobrenadante) era viable solo por 24 horas en refrigeracion.

Para la gPCR se prepar0 la master mix, la cual, para 1 reaccion (1x) contenia 5 pL de enzima Syber
Green Master Mix, 0,5 pL de agua ultra pura libre de nucleasas, 0,25 pL de cada Primer (Forward
y Reverse, para SE y ST) a una concentracion de (25 uM) y 4 uL de la extraccion del ADN
bacteriano, para un volumen final de 10 pL. Seguido de esto se llevd a correr las muestras en el
termociclador Bio-Rad CFX Manager, con el protocolo utilizado en el laboratorio SERVET. Para
el control negativo se utiliz6 agua ultra pura libre de nucleasas y como control positivo se utilizaron
cepas ATCC, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 y Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

5.5. Reactivacion y curvas de calibracion de cepas ATCC y aislados de

origen aviar

5.5.1. Reactivacion de cepas
Para la obtencion de los in6culos bacterianos requeridos en los ensayos de actividad antibacteriana,
se cultivo un indculo bacteriano tomado desde el glicerol. Para esto las bacterias, se sembraron por
agotamiento en una caja de Petri con agar Luria Bertani (LBA) o agar Muller Hinton (MHA).
Cada caja de Petri fue incubada por 18 a 24 horas a 37°C. Posteriormente, de 3-4 colonias
morfolégicamente iguales fueron inoculadas en 5 mL de LBB, sometiéndolas en agitacion
constante (280 rpm) por 6 horas a 37°C, asegurando el crecimiento bacteriano hasta una fase

logaritmica.

5.5.2. Curvas de calibracion de cepas ATCC y aislados de origen aviar

Para realizar los ensayos microbioldgicos es necesario conocer y trabajar el mismo inéculo
bacteriano en su fase exponencial. Para esto, antes de los ensayos de actividad antibacteriana, se

estandariz6 una curva de calibracion para cada cepa o aislado de estudio. En esta curva se relaciond
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la absorbancia de la muestra bacteriana con su concentracion en Unidades Formadoras de Colonia
por mL (UFC/mL) (56).

Para esto, luego de su reactivacion por 6 horas, cada cepa o aislado se lavé 3 veces con PBS 1X,
centrifugando a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, y se resuspendio en 5 mL de PBS 1X estéril. Este
indculo madre fue inicialmente diluido cinco veces de forma serial en dilucion 3/5, 270 pL de cada
dilucién y del indculo madre fueron transferidos a placa de 96 pozos, y se leyo la absorbancia a
620 nm en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO). Luego, las seis muestras
obtenidas (indculo madre y las cinco diluciones) fueron sembradas en una placa de 96 pozos (300
uL) y diluidas serialmente 10 veces en dilucion 1/10, para disminuir eficientemente la
concentracion celular y obtener un volumen final de 270 puL/pozo. Se tomaron 200 uL de las 3
ultimas diluciones de la placa para sembrar de forma independiente por profundidad en agar Plate
Count (PCA). Luego de esto, las siembras fueron incubadas por 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo
de crecimiento, se realizo el recuento en placa de cada dilucidn y se grafico la curva de calibracion,

poniendo los conteos (UFC/mL) en el eje X y las absorbancias en el eje Y (56).

Estas curvas fueron comprobadas para obtener su porcentaje de variacion, para lo cual las bacterias
reactivadas y lavadas fueron re suspendidas en PBS 1X estéril alcanzando absorbancias cercanas
a 0,20-0,25 UA (punto medio de la curva de calibracion). Logrado esto, se diluy6 el cultivo
serialmente en diluciones 1/10 y se plaquearon 200 uL en APC. Las placas se incubaron por 24
horas a 37°C, se realiz0 el conteo y se relaciond el valor tedrico con el valor experimental de las

UFC/mL para determinar el porcentaje de variacion de cada curva (56).

5.6. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de

los PAMs contra cepas y aislados de Salmonella spp movil

Inicialmente, la actividad antimicrobiana de los PAMs 35409-1, 35409-13 y 41781, se determind
sobre dos cepas ATCC de Salmonella spp movil: Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y
Salmonella Enteritidis ATCC 13076; esto con el fin de identificar el potencial de los péptidos para
combatir estas especies bacterianas. Posteriormente, la actividad antibacteriana fue evaluada sobre

los cinco aislados de Salmonella spp maévil que fueron seleccionados. Para esto, se uso el método
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estandar de microdilucién en caldo del Comité de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI), con
el fin de determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los PAMs (57,58).

Inicialmente, en microplacas estériles de 96 pozos, los PAMs fueron diluidos serialmente por
duplicado en base 2 en un volumen de 50 pL de MHB (para concentraciones de 100 a 0,2 uM al
final del montaje). Posteriormente, una suspension de cada cepa o aislado reactivado y cultivado
por 6 horas, se ajusto a una concentracion de ~1x10% UFC/mL en caldo de Muller Hinton (MHB).

Para calcular esta dilucion, se uso la ecuacion de la curva de calibracion para cada cepa o aislado

D).

Finalmente, 50 pL de la suspension bacteriana (~1x10% UFC/mL) fueron adicionados a cada pozo
para obtener una concentracion final de ~5x10° UFC/mL en un volumen final de 100 yL. MHB
con y sin bacterias se us6 como control de crecimiento y esterilidad, respectivamente, se uso
Ciprofloxacina como control de inhibicién del crecimiento bacteriano. La microplaca se incub6 en
una camara humeda por 18 horas a 37°C, pasado este tiempo se realizd la lectura de las
absorbancias a 620 nm (Thermo Scientific, Multiskan GO). Estos ensayos se realizaron tres veces
de forma independiente y la CMI se determind, como la concentracion de péptido mas baja a la

gue no se detectd crecimiento bacteriano (1).

5.7. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) de

los PAMs contra cepas y aislados de Salmonella spp movil
Para la determinacién de la CMB, se tomé muestra de cada pozo donde no se detect6 crecimiento
bacteriano en la placa de la CMI realizada y se plaqued una estria sobre agar LB. Este agar se
incubo de 18 a 24 horas a 37°C, luego de lo cual se verifico el crecimiento de colonias bacterianas.
La concentracion mas baja de péptido en la que no se detect6 crecimiento en el agar LB, fue tomada

como la CMB. Se realizaron tres réplicas biologicas por duplicado.

5.8. Evaluacién preliminar del mecanismo de accion de los PAMs

5.8.1. Tincion de Gram y microscopia
Los cambios morfologicos en la envoltura de Salmonella spp movil, por accion de los PAMs
fueron evaluados inicialmente por microscopia de luz blanca con objetivo de 100 X. Para esto,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 fue cultivada por agotamiento, transferida a medio liquido

y crecida por 16 horas en 5 mL de LBB, incubando a 37°C, pasado el tiempo de incubacion, se
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lavd 3 veces con PBS 1X, centrifugando a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, se re suspendié en 3
mL de PBS 1X estéril y se prepard la dilucién madre a una concentracion final de ~5x10” UFC/mL.
Estas bacterias fueron incubadas con 25 uM de cada péptido durante 2 horas, posteriormente se
hizo tincion de Gram y se observo al microscopio con un aumento de 100 X. Las bacterias tratadas

con titron (0,02 pug/mL) se usaron como control de permeabilizacion de la membrana.

5.8.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La accion antibacteriana del péptido 41781 sobre Salmonella, fue evaluada mediante microscopia
electrénica de barrido. Para esto ~5x10” UFC/mL, fueron incubadas con 25 uM del péptido 41781
en PBS al 1X a 37°C por dos horas. La muestra se lavo dos veces con PBS 1X y se suspendid en
glutaraldehido al 2,5 % para fijar las bacterias. Las muestras se deshidrataron gradualmente usando
etanol a una concentracion del 70% al 100%. Posteriormente, las muestras se montaron en
pasadores metalicos (sin membrana de carbono), se secaron al aire y se chaparon en oro con un
metalizador Quorum Q150R ES. Las bacterias no tratadas se usaron como control negativo. Las
muestras fueron analizadas por FEI Quanta 200 SEM a 25 kV (1).
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6. Resultados

6.1. Andlisis estadistico descriptivo

A partir de la base de datos generada, se realizé un compendio de la informacion mas relevante
acerca de la prevalencia de Salmonella en las avicolas en Colombia, analizadas en el laboratorio
SERVET enel 2019y 2020. En el laboratorio SERVET, las muestras fueron recibidas para evaluar
la presencia de microorganismos, su sensibilidad o resistencia antimicrobiana y la identidad de los
mismos. En el afio 2019 SERVET analiz6 1543 muestras, recibidas de diferentes granjas avicolas
de Colombia (N=1543), de las cuales se obtuvo 2874 aislados bacterianos. De las muestras
recibidas, el 8,68% (n=134) fue positivo para Salmonella spp y el 5,76% (n=89) fue positivo para
Salmonella spp movil. Asi mismo, en el afio 2020, SERVET proces6 N=891 muestras, de las
cuales el 10,21% (n=91) fue positivo para Salmonella spp y el 5,16% (n=46) fue positivo
especificamente para Salmonella spp movil (Figura 8)

Prevalencia de Salmonella spp en muestras de aves de
corral de 2019 v 2020
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Figura 8. Prevalencia de Salmonella sobre el total de muestras ingresadas en 2019 y 2020 en el laboratorio
SERVET. En 2019 el laboratorio SERVET analiz6 1543 muestras y en 2020 891 muestras de aves de corral.
En la figura se muestran los porcentajes de muestras positivas para Salmonella spp y Salmonella spp mavil.

Luego de analizar la prevalencia de Salmonella spp y Salmonella spp mdvil, se evalud la
distribucion de estos aislados en aves de acuerdo a su explotacion comercial. Al analizar la
distribucion de Salmonella spp mdvil por explotacion comercial en los afios 2019 y 2020, se

encontré que este género bacteriano se presenta en mayor proporcion (méas del 50%).
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Adicionalmente, es de resaltar que para 2020, se encontrod la presencia de Salmonella spp movil
en aves reproductoras (20%), mientras que para 2019 se encontraba ausente en ese tipo de (Figura
9).

2020 A (%%%

Figura 9. Distribucion de Salmonella spp movil por explotacién comercial. Se muestra la distribucién de
Salmonella spp mavil segun la clasificacion de aves de importancia comercial en la industria avicola.

Al caracterizar los perfiles de resistencia y sensibilidad de los aislados, en los afios 2019-2020, se
evidencio una resistencia generalizada frente a penicilina, y una alta proporcion de aislados
resistentes frente a tetraciclina. Los resultados del analisis estadistico descriptivo también
evidencian, un aumento de 2019 a 2020 en la proporcion de aislados resistentes frente a la familia
de las fluoroquinolonas como la Ciprofloxacina (aumento de 2%), Enrofloxacina (aumento de 5%)
y Fosfomicina (aumento de 4%). También se evidencié un aumento de resistencia en cuanto a la
Gentamicina (aumento de 19%). Mientras tanto la resistencia frente a Amoxicilina y Florfenicol

se redujo considerablemente (en una proporcion > 20%) (Figura 10).
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Figura 10. Resistencia antimicrobiana de Salmonella spp mévil en los afios 2019-2020. Se muestra el
porcentaje de aislados de Salmonella spp moévil que mostraron resistencia frente a antibiéticos de uso comin
en la en la industria avicola.

6.2. Seleccion de aislados de Salmonella spp mavil y perfiles de

resistencia

Se seleccionaron aislados representativos para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los
PAMs. Con esta finalidad, todos los aislados de Salmonella spp movil recolectados en 2019 y
2020, fueron clasificados de acuerdo a sus perfiles de resistencia, encontrando cinco perfiles
caracteristicos. Un aislados de cada perfil fue tomado para los ensayos posteriores con los PAMs
de interés (Tabla 3). Luego de la seleccidn de estos aislados, su identidad fue evaluada mediante
serotipificacion.

~ Can Explotacion _ Antibioticos

Perfil tida ID de ID Pen  Amox Cip Flor Nor Enr Fos TMP/S Tetr Gen
d 10pg 10pg 5ug  30ug  10ug  5pg  50ug 1/25ug 30pg 10pg

1 39 378 Engorde R R S R S R S S R S

2 22 728 Postura R R S S S R S S R S

3 9 828 Reproductoras R R S S R R S S R S

4 29 800 Engorde R R S R S R S S R R

5 31 665 Engorde R S S R S R S R S S
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Tabla 3. Perfiles de resistencia hallados y aislados seleccionados. El 1D representa el codigo de
identificacion del aislado seleccionado para cada perfil de resistencia. La explotacion comercial descrita
corresponde a la explotacidon del aislado que fue seleccionado por cada perfil.

6.3. Serotipificacion de los aislados de Salmonella spp movil

Para establecer la identidad de los aislados seleccionados (aislados 378, 728, 828, 800 y 665) se
llevé a cabo por serotipificacion con antisueros para la identificacion de S. Enteritidis y S.
Typhimurium. El antisuero Poly A-S & Vi (capsular-K) fue usado para la identificacion del género
bacteriano, el cual fue positivo para los cinco aislados bacterianos de Salmonella spp, los
antisueros somaticos O y los antisueros contra los antigenos flagelares H fueron usados para
determinar si algunos de los aislados correspondian a Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium. Con estos antisueros fue posible identificar los aislados 665 y 728 como S.
Enteritidis y el aislado 828 como S. Typhimurium. Los aislados 378 y 800 fueron negativos para
ambos serotipos de Salmonella, se tomaron como Salmonella spp mavil, debido a que no dieron

ninguna reaccion positiva de aglutinacion para los antisueros utilizados (Tabla 4).

Antisueros/ 665 728 378 800 828 Control Control
Aislados Positivo negativo
(ST) (PBS
1X)
Poly A-S & Vi + + + + + + -
0:4 - - - - + + -
0:9 + + - - - - -
H:i - - / / + + -
H:G + + / / - - -
H:m + + / / - - -
Resultado  Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella OK OK
presuntivo  Enteritidis Enteritidis spp mévil  spp mévil Typhimurium
0O9/HGm 09/ O: 4/ H:i
H:G,m

Tabla 4. Serotipificacion de los cinco aislados bacterianos de Salmonella spp movil

6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real de los aislados

665, 728 y 828
El serotipo de los aislados 665, 728 y 828 fue confirmado por PCR en tiempo real. Los resultados
obtenidos por qPCR, corresponden y son congruentes con la serotipificacion realizada dando una
amplificacion positiva para S. Enteritidis para los aislados 665 y 728 y para S. Typhimurium para
el aislado 828 (Tabla 5). Los aislados 378 y 800 no fueron realizados por qPCR, pues los primers

disponibles en SERVET son especificos para S. Enteritidis y S. Typhimurium Unicamente.
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Control Control Control

665 728 828 positivo (ST  positivo (SE  negativo
ATCC 14028) ATCC 13076) (Agua UP)
S. Typhimurium - - + + - -
S. Enteritidis + + - - + -

Tabla 5. Resultado qPCR de los aislados 665, 728 y 828 de Salmonella spp movil

6.5. Actividad antimicrobiana de los péptidos antimicrobianos 35409-1,
35409-13 y 41781 sobre las cepas S. Typhimurium ATCC 14028 y

S. Enteritidis ATCC 13076 y aislados de Salmonella spp mavil
Inicialmente, la actividad de los péptidos 35409-1, 35409-13 y 41781 fue evaluada contra S.
Enteritidis ATCC 13076 y S. Typhimurium ATCC 14028. Ya que los tres péptidos fueron activos
contra ambos serotipos a las concentraciones evaluadas (< 100 uM), su actividad fue evaluada
frente a los aislados aviares seleccionados. Los tres de los péptidos (35409-1, 35409-13 y 41781),

mostraron actividad antibacteriana contra Salmonella a las concentraciones evaluadas

Péptido Conc. ST ATCC SE ATCC 665
(uM) Jaozs 13076 (sp) 128(6E) 378 800 828(ST)
254001 CMI 100 25 50 >100 >100 100  >100
CMB 100 50 100  >100 >100 >100  >100
CMI 100 25 50 >100 >100 100 100
35409-13 CMB 100 50 100  >100 >100 >100  >100
41781 CMI 100 50 100 100 100 100 100
CMB >100 100 >100 100 >100 >100  >100
Ciprofloxacina CMI 0032 0016 0016 0,016 0016 0,256 0,016
(hg/mL) CMB 0032 0032 0016 0016 0016 0256 0,016

Tabla 6. Actividad antimicrobiana de los péptidos 35409-1, 35409-13 y 41781 sobre los aislados de
Salmonella spp movil. La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB) de los péptidos antimicrobianos se expresan en UM, para el control con ciprofloxacina, estos valores
se expresan en pg/mL.

6.6. Actividad bacteriostatica de los péptidos antimicrobianos 35409-1,
35409-13 y 41781

Para determinar si la actividad de los péptidos era de tipo bactericida o bacteriostatico, se
determind con la concentracion minima bactericida (CMB). En este ensayo se tomaba una estria

de la CMI donde no se habia detectado crecimiento bacteriano, para posteriormente verificar su
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crecimiento de colonias bacterianas. La CMB se determind como la concentracion mas baja del

péptido en la que mata a las bacterias, es decir, donde no se detectd crecimiento en el agar.

Teniendo en cuenta que la CMI puede tener una desviacion de £ 1 dilucién, los péptidos cuyo
valor de CMB se mantuvo en ese rango fueron considerados como bacteriostaticos. En
consecuencia, los resultados de los tres PAMSs sugieren un efecto bactericida contra S. Enteritidis
ATCC 13076 y S. Typhimurium ATCC 14028. Para el caso de los aislados, debido a la CMI
obtenida, la cual esta sobre el limite de las concentraciones evaluadas (100 pM), no es posible
sugerir una actividad bactericida o bacteriostatica para ninguno de los tres péptidos de estudio
(Tabla 6).

El PAM 35409-1 fue activo contra dos de los cinco aislados y el 35409-13 contra tres de los cincos
aislados. Los PAMs 35409-1 Y 35409-13 fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano del
aislado 665 de S. Enteritidis con una CMI de 50 uM y el 35409-13 presenté actividad
antibacteriana sobre el aislado 800 (serotipo no identificado) con una CMI de 100 uM (Tabla 6).

6.7. El péptido 41781 tiene un efecto membranolitico sobre Salmonella
spp movil
Para evaluar de forma preliminar el posible mecanismo de accion de los PAMs de estudio contra

Salmonella spp movil, estos fueron incubados (Cf 50 uM) con ~5x107 UFC/mL de S.
Typhimurium ATCC 14028 durante 2 horas.
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PBS Ciprofloxacina Triton x-100

35409-1 35409-13 41781

Figura 11. Cambios morfoldgicos en Salmonella por accién de los PAMs. Bacterias tratadas con los
péptidos fueron sometidas a tincion de Gram y vistas al microscopio dptico de luz blanca con objetivo 100
X1 PBS se utiliz6 como control de la morfologia celular en condiciones normales. Ciprofloxacina se uso6
como control de filamentacion y triton x-100 como control de lisis celular. En la figura se muestra los
cambios de disposicién celular que presente la bacteria cuando esta en tratamiento con los tres PAMs
35409-1, 35409-13 y 41781.

Posteriormente, el PAM 41781 fue seleccionado para ser analizado por Microscopia Electronica
de Barrido (MEB) debido a que fue el Gnico péptido con actividad antibacteriana contra todas las
cepas Yy aislados de Salmonella. En la figura 12, se evidencia la morfologia de las membranas
celulares de la bacteria sin y con el péptido 41781. La morfologia de Salmonella spp mdvil en
condiciones normales, se evidencia en la figura de la izquierda, donde demuestra tener una
disposicion en forma de baston o bacilo. En la figura de la derecha se evidencian alteraciones
estructurales y conformacionales de la membrana celular de Salmonella por accién del PAM
41781.
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SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 19.1 kx Det: SE, In-Beam SE
View field: 10.9 pm Date(m/dly): 07/15/21

SEM HV: 10.0 kV WD: 5.02 mm
SEM MAG: 10.0 kx Det: SE, In-Beam SE

View field: 20.8 ym Date(m/dly): 07/23/21

Figura 12. Microscopia electrénica de barrido de Salmonella spp movil con y sin contacto con el PAM
41781. A laizquierda se muestran bacterias de Salmonella spp movil sin tratamiento (control) y a la derecha
Salmonella spp mavil con tratamiento con el PAM 41781 a una concentracion de 50 WM. Las bacterias

fueron observadas con un aumento de 10.000 X.
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7. Discusion

En Colombia, segun la Federacién Nacional de Avicultores (FENAVI) y el Consejo Nacional de
Politica Econdmica y Social (CONPES), la avicultura ha venido ocupando el segundo lugar entre
las principales actividades de la economia agropecuaria nacional (59,60). Las repercusiones de la
presencia de Salmonella en aves de corral, representan enormes pérdidas econdémicas para la
industria avicola. Cada vez que en el laboratorio SERVET se identifica la presencia de Salmonella
en una muestra recibida, la granja avicola debe tomar control inmediatamente, en cuanto a,
medidas de gestion de riesgo para la reduccién de la presencia de la bacteria en el producto
destinado al consumo humano o destino final (61), esto debido a qué, un nimero de galpones
completos compuesto por miles de pollos, que hacen parte de ese lote de muestras, no puede salir
como producto destinado al consumo humano o debe ser sacrificado por politicas de seguridad

alimentaria y esto representa enormes pérdidas a nivel econémico.

Sin embargo, las repercusiones de Salmonella en aves de corral no solo se limitan a las pérdidas
economicas para la industria avicola, también, se ha determinado que, las enfermedades
transmitidas por alimentos constituyen un problema a nivel de salud publica, bienestar social,
accesibilidad a buenos servicios / tratamientos hospitalarios y nivel de la economia en el mundo.
Para lo cual, se ha venido subestimando frecuentemente debido a la dificultad para establecer una
relacion de causalidad entre las contaminaciones de alimentos y las enfermedades o muertes
provocadas por estas (62,63). Sin embargo, uno de los agentes bacterianos que se ha reportado con
la generacion de diferentes brotes de infeccion alimentaria en el mundo, es Salmonella. Los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) estiman que la Salmonella causa
maés enfermedades transmitidas por los alimentos que cualquier otra bacteria. El pollo y todos los

productos derivados, son una fuente importante contaminacion de este patégeno bacteriano (64).

La relevancia zoondtica de Salmonella es una preocupacion importante para la salud humana pues
es responsable de multiples hospitalizaciones a causa de diarreas que en algunos casos pueden
llevar a la muerte. Sin embargo, las consecuencias de la presencia de estos microorganismos en
aves no solo afectan la salud humana, sino que también tiene graves efectos en la industria agricola.
De acuerdo a los resultados obtenidos, se sabe que, a pesar de que la mayoria de granjas avicolas
solicitan al laboratorio SERVET determinar la presencia de la bacteria, determinando solo el

género bacteriano de Salmonella spp, en este estudio se pudo determinar que tres de los cinco
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aislados bacterianos de Salmonella spp movil correspondian a Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium, aqui, es importante analizar, que en Colombia, no hay un diagndstico obligatorio
para la identificacion final de género y especie; lo que demuestra, que no se realiza un seguimiento
y control efectivo en las granjas avicolas sobre estas cepas aisladas de origen aviar y de importancia
zoonotica y salud puablica, puesto que, pasan inadvertidas llegando como producto final para
consumo humano, a menos de que la granja avicola decidida eliminar el lote contraminado con

Salmonella spp movil.

En los Gltimos afios, para la mayoria de los agentes patdgenos como Salmonella, ya se ha reportado
resistencia a la mayoria de agentes antimicrobianos de uso comun, generando infecciones y
patogénesis criticas, lo cual ha hecho que su capacidad de generar resistencia sea cada vez mas
rapida que la capacidad del hombre en crear nuevos tratamientos efectivos (65). Los resultados de
este estudio, soportan esta informacion, revelando resistencia frente a Enrofloxacina vy
Fosfomicina, antibidticos que son de uso convencional en la industria avicola (figura 10). Aln
mas, cuando la resistencia a Enrofloxacina (Gltimo recurso) se hace cada vez mas frecuente en

aislados provenientes de muestras avicolas (66).

Actualmente, en Colombia no se cuenta con informacién publicada reciente de la prevalencia de
aislados de Salmonella provenientes de la industria avicola y/o vinculadas con intoxicaciones
alimentarias en los humanos y sus perfiles de resistencia. En este estudio, de acuerdo al analisis
estadistico que se realizo, se pudo determinar la prevalencia de Salmonella spp movil y de aislados
bacterianos resistentes provenientes de muestras de origen aviar, esta directamente correlacionado
con la propagacién de esta bacteria en las aves hasta el punto final de su consumo y siendo, por lo
tanto, una fuente potencial de intoxicacion alimentaria. Se determin6 que Salmonella spp movil,
puede encontrarse en un porcentaje relativamente bajo (5,76 % en 2019 y 5,16 % en 2020). Sin
embargo, esto no le resta importancia a la problematica, pues Salmonella representa un peligro
potencial dentro de la industria de los alimentos. Reportes y cifras de la OMS, indican que
Salmonella es una de las cuatro principales causas de enfermedades diarreicas a nivel mundial y
algunas veces la enfermedad puede ser mortal (67), por lo que se requieren estrategias de control
inmediato que ayuden a mitigar la presencia de este microorganismo en los alimentos y mas aln

en la industria avicola.
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Segun la OMS, se ha reportado que Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis, son los
dos serotipos mas importantes de Salmonella transmitida de animales a seres humanos en la mayor
parte del mundo (67); en Colombia, en uno de los ultimos informes encontrados por el INS, en el
afio 2011, determinaron que en el afio 2010 el serotipo méas importante fue S. Enteritidis, seguido
por S. Typhimurium (7). Por esta razén, estos dos serotipos se convirtieron en los principales
objetivos de este estudio con dos cepas ATCC y tres aislados resistentes de origen aviar (S.
Typhimurium (aislado 828) y S. Enteritidis (aislados 665-728).

De los estudios encontrados en Colombia, acerca de la resistencia de cepas de Salmonella aisladas
de la industria avicola, se ha observado un aumento en la resistencia frente a los antibidticos. Se
ha hallado que Trimetoprim/Sulfa ha incrementado su resistencia antimicrobiana, como también
la fosfomicina y enrofloxacina (68,69); asi mismo, aislados bacterianos provenientes de aves de
postura, han demostrado tener resistencia antimicrobiana, en particular a la tetraciclina y al
florfenicol (70). Lo que se llevaria a correlacionar en este proyecto (Figura 10), debido a que los
resultados en este estudio se halld la resistencia, principalmente frente a Gentamicina y antibioticos
como ciprofloxacina, enrofloxacina y fosfomicina, marcandose un nivel de resistencia
antimicrobiana, reflejado en los afios 2019 y 2020, lo cual es de gran preocupacion, debido a que
los antibioticos de la familia de las fluoroguinolonas que son la terapia antimicrobiana a eleccion

ante una infeccién de Salmonella.

Un hallazgo importante sobre la distribucion de Salmonella, en las diferentes lineas de produccion
de la industria aviar, se encontrd6 que la bacteria estaba presente en mayor proporcion a la
explotacién de engorde, lo que genera gran preocupacion, debido a que este tipo de carne, ha ido
aumentado su consumo humano como producto final (59). Cada uno de estos hallazgos alertan en
una gran proporcion en tener medidas mucho mas claras, como tener un control a nivel de
bioseguridad, gestion del riesgo y prevencién, debido a que se encontraron en este estudio cepas
de importancia en salud pablica como (Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium), con
ciertos parametros de resistencia y que estén presentes en la industria avicola en un alto porcentaje
en la recepcion de engorde, que hace que se deba tener mas control respecto a su mitigacion, lo
cual da su importancia de buscar nuevas opciones terapéuticas de origen natural para combatir a

Salmonella de origen aviar, como los PAMs, los cuales no hay reportes que se haya realizado.
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Los PAMs utilizado en el estudio, contiene propiedades fisico quimicas, que los hacen muy buenos
candidatos para combatir cepas de patdégenos con resistencia antimicrobiana, como lo evidencian,
previos estudios de actividad antimicrobiana. En este estudio, Salmonella spp movil proveniente
de granjas avicolas, los resultados obtenidos, demuestra que el PAM 41781, fue el que tuvo una
mejor actividad antimicrobiana contra las cepas y aislados de Salmonella, de tal forma que se
comprobé que podia tener un efecto membranolitico sobre la membrana de Salmonella movil por
medio de MEB, aqui, los péptidos antimicrobianos membranoliticos pueden ser una alternativa
parcial a los actuales agentes antibidticos especificos de diana (71), debido a la interaccion directa
que tienen con las estructuras de la membrana sin necesidad de proteinas o receptores diana los
hace menos susceptibles a una aparicion rapida de resistencia bacteriana y los vuelve
potencialmente activos contra las cepas resistentes (72,73), partiendo de esto el PAM 41781, puede
tener un efecto determinante para alterar la pared celular junto con los LPS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede decir que se les podria dar otra aplicacion a los
PAMs evaluados, debido a que pese que tuvieron actividad antimicrobiana frente a las cepas y
aislados analizados, se podrian utilizar como conservantes en los alimentos de las aves o también
como un elemento activo para desinfectar diferentes areas o implementos con los que tenga

contacto en la industria avicola.

Genera gran expectativa, saber que Salmonella spp de importancia zoonética y salud publica, al
ser uno de los microorganismos que presenta grandes margenes de resistencia en el mundo,
presente un grado de sensibilidad importante al entrar en contacto con los péptidos antimicrobianos
disefiados y sintetizados quimicamente por FIDIC, debido a que se pueden desarrollar otras
alternativas terapéuticas que contrarreste esta bacteria. Se logré evidenciar también, la importancia
que tiene Salmonella a nivel de salud publica y zoon6tica, llegando el punto que hay que destacar
que este patdgeno si no se lleva a programas de medidas de control y prevencion, lo seguiremos
viendo como protagonista de miles de enfermedades de transmision alimentaria, puesto que existe
entre todas las posibilidades de encontrarse los serotipos de intoxicacion alimentaria (Salmonella

Enteritidis y Salmonella Typhimurium) en las granjas avicolas de Colombia.
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. Conclusiones

. Salmonella spp mdvil sigue siendo un patdégeno de importancia de salud publica, en el afio
2019 present6 una prevalencia del 5,76% y en el afio 2020 del 5,16%, de los cinco aislados
analizados presentaron un aumento en la resistencia antimicrobiana en antibidticos que son
utilizados como terapia convencional para tratar a la bacteria en la industria avicola.

Tres de los cinco aislados se identificaron como S. Typhimurium (828) y S. Enteritidis
(665 y 728), los cuales son las méas importantes en intoxicacion alimentaria y presentaban
resistencia frente diferentes familias de agentes antimicrobianos.

Los PAMs 35409-1, 35409-13 y 41781 tuvieron actividad antimicrobiana sobre S.
Enteritidis ATCC 13076 y S. Typhimurium ATCC 14028.

El PAM 41781 tuvo actividad antibacteriana sobre todos los aislados de Salmonella spp
movil con un valor de CMI de 100 uM, donde ademas demostro tener un mecanismo de

accion de tipo membranolitico sobre la membrana celular de Salmonella spp movil.
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. Perspectivas futuras

Determinar el mecanismo de accion del PAM 41781 sobre Salmonella spp movil
Determinar el serotipo de los aislados 378 y 800 de Salmonella

Evaluar el sinergismo con el PAM 41781 junto con otra molécula para mejorar su

actividad antibacteriana.
Mejorar las propiedades fisico quimicas del PAM 41781, como un candidato ideal con

actividad antibacteriana para inhibir cepas resistentes.
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