Estancias Doctorales - Programa Fortalecimiento de
Doctorados UNCPBA

La Secretaria Académica y la Secretaria de Ciencia, Arte y Tecnologia obtuvieron, en el marco del Programa de Calidad Universitaria 2023,
financiamiento para consolidar programas de doctorado estratégicos. Dicho financiamiento debe destinarse a desarrollar y consolidar
programas de doctorado en areas estratégicas, alineados con las prioridades del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion 2030,
que generen conocimiento de vanguardia y contribuyan al desarrollo cientifico y tecnoldgico de la region y del pais.

En dicho marco se otorgaran becas destinadas a facilitar visitas o estancias de investigacién que sean fundamentales para el avance de la
tesis doctoral, en equipos de trabajo distintos al equipo del postulante y dando prioridad a equipos externos a la UNCPBA. Los postulantes
deberan ser estudiantes avanzados de Carreras de Doctorado de la UNCPBA.

1. Requisitos:
o Ser estudiante de un doctorado de la UNCPBA con proyecto de tesis enmarcado en un area estratégica, alineado con las
prioridades del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion 2030).
o El postulante debera ser un estudiante avanzado, entendiendo como tal, aquel que ya cuenta con un 60% de los créditos
requeridos en su carrera.
o Solicitar financiamiento para una visita o estancia en un equipo de trabajo distinto al de pertenencia del postulante y
prioritariamente externo a la UNCPBA.

Monto a financiar: hasta $900.000 por estancia dependiendo de los gastos de traslado en que deba incurrir el postulante.
Presentaciones:

o Se aceptaran postulaciones hasta el 28 de febrero de 2025.
¢ Aplicar a través del formulario WEB donde encontrardn mds detalles e instrucciones. En dicho formulario se requerird adjuntar:

o Un certificado analitico donde se pueda comprobar el avance en la trayectoria doctoral y donde conste que ha cumplido con
todos los cursos necesarios.

o De manera no excluyente, un borrador de la tesis que sera analizado por una comisién ad-hoc.

o Una carta del estudiante donde justifica la visita, el impacto de la misma en su carrera doctoral y se compromete finalizar su
tesis en un plazo razonablerazoable que debera indicar. Esta carta debera estar avalada por su director de tesis, reconociendo
la factibilidad de lo mencionado por su dirigido. También deberd avalarla el director de la carrera quien indicara que los plazos
mencionados son coherentes.

o Una carta de invitacion y acuerdo con la estancia del equipo de trabajo donde se desarrollara la estancia de investigacion.

Correo *

anajuarez@vet.unicen.edu.ar

Nombre y Apellido *

Ana Elisa Juarez

Carrera de doctorado *

Doctorado en Ciencia Animal

Facultad * @ Dropdown

Veterinaria v


https://forms.gle/BLPKLVf5CkR7WsiD9

Indique y describa el equipo de trabajo de acogida *

El equipo de trabajo de acogida esta integrado por la Dra. Virginia Albarracin, responsable del Centro Integral de Microscopia Electrénica
(CIME - CONICET/UNT) y su equipo de técnicos en la ciudad de Yerba Buena, Tucuman.

El Centro Integral de Microscopia Electronica (CIME) constituye un instituto pionero en Microscopia en Argentina fundado en 1982 en
colaboracién con la UNT y el CONICET, siendo actualmente uno de los servicios centrales del CCT- CONICET NOA Sur. Su misién es obtener
conocimiento en el campo de la microscopia para desarrollar métodos propios, formar recursos humanos especializados y ofrecer mejores
servicios a sus usuarios tanto aquellos integrantes del sistema cientifico-académico como aquellos pertenecientes a los sectores sociales y
productivos de la Regién. EI CIME cuenta con dos microscopios de barrido, y dos microscopios de transmisién. EI CIME forma parte del
Sistema Nacional de Microscopia (SNM) del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva.

Explique la impotancia de la estadia para la finalizacién de su tesis *

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un importante patégeno emergente asociado a enfermedades transmitidas por
alimentos, responsable de cuadros como diarrea, colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico (SUH). Este ultimo es una afeccion
severa que afecta principalmente a nifos menores de 5 afios y que, en Argentina, presenta la mayor incidencia a nivel mundial.

Una estrategia prometedora para el control de este patégeno es el uso de bacteriéfagos nativos, capaces de eliminar selectivamente a STEC
en distintas etapas de la produccion e industrializacién de alimentos. Sin embargo, para su desarrollo y optimizacién es importante conocer
en detalle la estructura de los bacteriéfagos que se seleccionen y su mecanismo de interaccion con el hospedador. En el desarrollo de mi
proyecto doctoral, he aislado bacteriéfagos y seleccionado algunos candidatos como agentes para biocontrol de STEC.

En este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo adquirir formacidn en microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) y de barrido
(SEM) para la caracterizacion estructural de bacteriéfagos nativos activos contra STEC y su interaccién con la membrana del hospedador. A
través de esta capacitacion, sera posible obtener imagenes detalladas de los fagos, analizar su mecanismo de adsorciéon y evaluar su efecto
sobre la integridad celular, lo que aportara informacion clave para su potencial aplicacién en estrategias de biocontrol en alimentos.

Para ello, propongo llevar a cabo una estancia en el Centro Integral de Microscopia Electrénica (Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas - Universidad Nacional de Tucuman), un laboratorio con amplia trayectoria en el uso de técnicas de microscopia
electrénica. La Dra. Albarracin, responsable del Centro, cuenta con una extensa experiencia en la aplicacién de TEM y SEM, incluyendo su uso
en la caracterizacién de bacteriéfagos, lo que garantiza la adquisicién de un entrenamiento de alto nivel con esta beca.

Realizaré la preparacion de muestras para microscopia con suspensiones de los bacteriéfagos seleccionados de mi tesis doctoral, asi como
con cultivos de STEC infectados con ellos para analizar las interacciones fago-hospedador. Las imagenes obtenidas permitiran evaluar la
morfologia viral, la adsorcién de los fagos en la superficie celular y las posibles alteraciones estructurales en la membrana bacteriana.

Esta estancia constituye un paso fundamental para la finalizacién de mi tesis doctoral, cuyo objetivo es el desarrollo de alternativas
biotecnoldgicas para reducir la presencia de STEC en la produccién e industrializacién de alimentos. La caracterizacion de los fagos
mediante microscopia electrénica permitird profundizar en su mecanismo de accioén, favoreciendo la seleccién y optimizacién de candidatos
para su aplicacién en seguridad alimentaria. Ademas, la formacién adquirida fortalecera las capacidades del grupo de investigacion,
permitiendo la implementacién de estas técnicas en estudios futuros y promoviendo colaboraciones con centros de microscopia de
referencia.

En este marco, las actividades contempladas en la estancia incluyen capacitacion en TEM y SEM, preparacion de muestras, adquisicion de
imagenes y analisis de los resultados obtenidos.

La caracterizacion de los bacteriéfagos nativos activos contra STEC mediante microscopia electronica representa un paso esencial para
validar su potencial como estrategia de control de patégenos en alimentos. Esta formacion no solo contribuira a la finalizacién de mi tesis,
sino que también abrira nuevas posibilidades para la aplicacion de estos enfoques en seguridad alimentaria y biotecnologia.



Alineamiento con el Plan Estratégico 2030 *
Indique con los desafios relacionados con la temética del curso.
Erradicar la pobreza y reducir la desigualdad y la vulnerabilidad socioambiental
Impulsar la bioeconomia y la biotecnologia para incrementar la produccién sostenible y alcanzar la soberania alimentaria.
Contribuir al disefio de politicas para fortalecer la democracia y ampliar los derechos ciudadanos
Construir una educacion inclusiva y de calidad para el desarrollo nacional
Lograr una salud accesible, equitativa y de calidad
Desarrollar los sectores espacial, aerondutico, de las telecomunicaciones y de la industria
Fortalecer la investigacion maritima, la soberania y el uso sostenible de los bienes del Mar Argentino
Promover la industria informdtica y de las tecnologias de la informacion para la innovacién productiva y la transformacion digital
Potenciar la transicién al desarrollo sostenible

Fomentar y consolidar un sendero para la transicion energética



Objetivos de desarrollo sostenible *
Indique los ODS relacionados
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Justifique la insercion de la tematica de sus investigacinoes en un area estratégica alineada con las prioridades del Plan
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion 2030. Mencione los ODS relacionados.

La caracterizacion estructural y funcional de bacteriéfagos nativos con actividad contra Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) y de barrido (SEM) que se realizard en esta propuesta representa una estrategia
alineada los objetivos del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion 2030. Se encuentra incluida dentro del objetivo de generacién y
ampliacion del conocimiento para la innovacién productiva, el desarrollo productivo y apunta a resolver un problema de la sociedad como es
el Sindrome Urémico Hemolitico, de alta incidencia en nifios de nuestro pais y que constituye una grave enfermedad transmitida por los
alimentos. Consideramos por lo tanto que esta propuesta se enmarca dentro del ODS Industria, Innovacion, Infraestructura asi como en el de
Salud y Bienestar.

Adjunte su CV en pdf *

\) Curriculum vitae ...

Adjunte Certificado Analitico *

\? Certificado analit...

Adjunte Programa del Doctorado *

\) REGLAMENTO D...

Adjunte carta del postulante donde justifica la visita, el impacto de la misma en su carrera doctoral y se compromete finalizar
su tesis en un plazo razonable que debera indicar explicitamente. Esta carta debera estar avalada por su director de tesis,
reconociendo la factibilidad de lo mencionado por su dirigido. También debera avalarla el director de la carrera quien indicara
que los plazos mencionados son coherentes.

Ver modelo

\) Compromiso doc...

Borrador de tesis: en el caso de tener la tesis en estado avanzado, adjunte una versién pdf.

\? BORRADOR TESI...

*

*


https://docs.google.com/document/d/1M1K3_Fa-INohllx3NiD8v7h4ulZklBhI0AHfPmr24YM/edit?usp=sharing

Adjunte carta de invitacion del equipo de trabajo a visitar (pdf). *
\) Carta de Acepta...

& Adadir archivo

Este formulario se cre6 fuera de tu dominio.

Google Formularios


https://www.google.com/forms/about/?utm_source=product&utm_medium=forms_logo&utm_campaign=forms
https://www.google.com/forms/about/?utm_source=product&utm_medium=forms_logo&utm_campaign=forms
https://www.google.com/forms/about/?utm_source=product&utm_medium=forms_logo&utm_campaign=forms

Curriculum Vitae

Datos personales — Identificacion
Apellido y Nombres: Juarez, Ana Elisa
Ndmero de documento: 39341934
Edad: 28 afios

Sexo: Femenino

Estado civil: Soltera

CUIT-CUIL- 27-39341934-8

Fecha de Nacimiento: 23 de mayo de 1996

Datos personales — Direccién Residencial
Nacionalidad: Argentina

Provincia: Buenos Aires

Localidad: Tandil

Direccion: Beretervide 1457

Cadigo postal: 7000

Teléfono celular: 249 4504572

E-mail: anajtandil@yahoo.com.ar (Personal) anajuarez@vet.unicen.edu.ar (Laboral)

Datos personales — Lugar de Trabajo

Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia. Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil
(CIVETAN). Departamento Sanidad Animal y Medicina Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires. Paraje Arroyo Seco S/N°, Campus
Universitario, Tandil. Argentina.

Formacioén

FORMACION ACADEMICA- Nivel Universitario de Grado:

Titulo: Licenciada en Tecnologia de los Alimentos

Fecha de inicio: 02- 2014

Fecha de egreso: 10- 2019

Institucion otorgante del titulo: Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires.


mailto:anajuarez@vet.unicen.edu.ar

Titulo de la tesis: “Plan de analisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP) para Ricotta
semigrasa”. Director: Civit, D; Codirector: Barba, F.

Promedio: (Gnico, sin aplazos): 8.30

FORMACION ACADEMICA- Nivel Universitario de Posgrado:

Posgrado en realizacion: Doctorado en Ciencia Animal (Categorizado “A” por la CONEAU
N°235/2008).

Fecha de admisién: 12-2021.

Institucion: Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires.

Tema de Tesis Doctoral: “Bacteri6fagos nativos para el desarrollo de estrategias de control de
Escherichia coli productor de toxina Shiga”

Director: Lucchesi, P. — Co-director: Kruger, A

BECAS RECIBIDAS
Denominacion de la beca: Beca Interna Doctoral

Institucion de trabajo del becario: CENTRO DE INVESTIGACION VETERINARIA DE TANDIL
(CIVETAN); (CONICET - UNICEN)

Institucién financiadora de la beca; CONSEJO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
Y TECNICAS (CONICET)

Tema: Bacteri6fagos nativos para el desarrollo de estrategias de control de Escherichia coli productor
de toxina Shiga

Fecha de inicio: 04-2020 Fecha de finalizacion: 04-2026

Director: Lucchesi, P ; Codirector: Kriger, A

FORMACION COMPLEMENTARIA - Actividades de capacitacion
Cursos de posgrado
Biotecnologia Molecular - Curso obligatorio del Doctorado en Ciencia Animal

Institucién: Facultad Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires. Afio 2023. 80 horas. Calificacién: 9.

Metodologia de las Ciencias - Curso obligatorio del Doctorado en Ciencia Animal



Institucién: Facultad Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires. Afio 2022. 80 horas. Calificacion: 10.

Estadistica y disefio experimental - Curso obligatorio del Doctorado en Ciencia Animal

Institucion: Facultad Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires. Afio 2021. 80 horas. Calificacion: 6.

Herramientas de Bioinformatica Aplicadas al Analisis de Secuencias Nucleotidicas y de
Proteinas.

Institucion: Asociacién Argentina de Microbiologia (AAM). Afio 2020. 20 horas. Aprobado

Genética microbiana avanzada: Aplicaciones en biotecnologia.
Institucion: Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas (IIBIO) (CONICET - UNSAM). Afio 2021. 80
horas. Calificacion: 71%

Introduccién al andlisis bioinformatico de grandes bases de datos.
Institucion: Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. Afio: 2023. Calificacién.
10

Bacteriéfagos: del genoma al metagenoma.
Institucion: Facultad de Ciencias Exactas y Naturales; Universidad de Buenos Aires. Afio 2022. 80
horas. Calificacion: 9.

Introduccion ala bioinformatica estructural.
Institucién: Universidad Nacional de San Luis, Facultad de Quimica, Bioguimica y Farmacia. Afio: 2024.
Calificacién: 9.

Analisis filogenético de virus
Institucién: Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioguimica. Afio: 2024. Calificacion:
9.

Curso de capacitacion en docencia para graduados (CDG). Trayecto de Capacitacion Docente en
Cienciay Tecnologia Nivel | y II.
Institucién: Facultad Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires. Afio 2023-2024. Finalizado.

Planeamiento Cientifico- Curso obligatorio del Doctorado en Ciencia Animal

Institucion: Facultad Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires. Afio 2024. 200 horas. En curso.

FORMACION COMPLEMENTARIA — Idiomas:

Idioma: inglés

Nivel Upper Intermediate aprobado

Institucion emisora del certificado: Departamento de Lenguas. Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires.

Nivel Intermedio, Ingles para cientificos (Escritura y edicién de articulos cientificos, y practica de
presentaciones orales): En curso
Institucion: Academic style



FINANCIAMIENTO CYT - Proyectos I+D

Denominacién del proyecto: IDENTIFICACION DE PEPTIDOS INMUNODOMINANTES EN CEPAS
Escherichia coli productor de toxina Shiga AISLADAS DE BOVINOS PARA EL DISENO DE UNA
QUIMERA MULTIEPITOPE

Tipo de proyecto y codigo: PICT-2021-CAT-1 00178

Fecha de inicio: 02-2022 Fecha de finalizacién: 02-2025

Titular: Padola Nora Lia

Funcion desempefiada: Becario de I+D

Denominacion del proyecto: Dos caras en el estudio de bacteriéfagos nativos: su rol en la virulencia
de Escherichia coli productor de toxina Shiga y su utilidad para el desarrollo de estrategias para su
control en alimentos.

Tipo de proyecto y cédigo: PICT 2018 N° 03245

Fecha de inicio: 07-2020 Fecha de finalizacién: 07-2024

Titular: Lucchesi Paula

Funcion desempefiada: Becario de I+D

Denominacion del proyecto: Estudio de bacteriofagos codificantes de verotoxinas en relacion a la
virulencia y epidemiologia de Escherichia coli verotoxigénico

Tipo de proyecto y codigo: PIP CONICET 112 2015 01 00662

Fecha de inicio: 09-2017 Fecha de finalizacién: 09-2020

Titular: Lucchesi Paula

Co- titular: Kriiger Alejandra

Funcién desempefiada: Becario de I+D

Denominacion del proyecto: Bacteriéfagos y Escherichia coli 0145 productor de toxina Shiga
Tipo de proyecto y codigo: PIP CONICET 11220210100912CO

Fecha de inicio: 06-2023 Fecha de finalizacion: 06-2026

Titular: Lucchesi Paula

Co- titular: Kriiger Alejandra

Funcion desempefiada: Becario de I+D

Denominacion del proyecto: Impacto de actividades ganaderas en la calidad microbiolégica del agua.
Un enfoque en la resistencia a antimicrobianos.

Tipo de proyecto y codigo: PICT 2019-03188

Fecha de inicio: 05-2021 Fecha de finalizacion: 05-2025

Director: Kriiger Alejandra

Funcion desempefiada: Becario de I+D

Denominacion del proyecto: Enzimas de bacteriéfagos nativos para el control de Escherichia coli
productor de toxina Shiga

Tipo de proyecto y codigo: PICT 2022-11-00335 aprobado, ain no financiado.

Fecha de inicio probable: 9-2024 Fecha de finalizacion: 06-2028

Director: Lucchesi Paula

Funcion desempefiada: Becario de I+D

FINANCIAMIENTO CYT - Proyectos de extension, vinculacion y transferencia

Denominacion del proyecto: Programa integral de extension: UN OBJETIVO COMUN: UNA SALUD
EN CONVIVENCIA

Fecha de inicio: 12-2021 Fecha de finalizacion: 12-2024

Director: Sanzano, Pablo Miguel

Co- director: Rivero, Mariana Alejandra

Funcion desempefiada: Becario de I+D



Denominacién del proyecto: HABITOS SALUDABLES, FAMILIAS SALUDABLES
Tipo de proyecto y cédigo: Acciones de Extensién en la Emergencia por el COVID-19
Fecha de inicio: 06-2021 Fecha de finalizacién: 11-2021

Director: Juliarena, Marcela Alicia

Funcion desempefiada: Becario de I+D

PRODUCCION CIENTIFICA
ARTICULOS EN REVISTAS

En preparacion

Juarez AE, Kriiger A, Lucchesi PMA. Shiga toxin-producing Escherichia coli, food contamination and
bacteriophages as a control strategy. Manuscrito ya listo, en Ultimas etapas de revision por los autores,
para ser enviado a EcoSal Plus - ASM - American Society for Microbiology.

Dualde M., Cisneros Basualdo N.E., Fernandez Fellenz D, Tourifian C, Pascal S, Arrien M, Juarez AE,
Tabera AE, Silva S, Pasucci J, Muniesa M, Lucchesi PMA, Rodriguez Cl,Kriiger A. Groundwater quality
in dairy farms: an evaluation in the southeast center of Buenos Aires province, Argentina. Manuscrito ya
listo, en Ultimas etapas de revision por

todos los autores, para ser enviado a Science of The Total Environment.

Juarez AE, Kriiger A, Lucchesi PMA. Characterization of three virulent phages infecting STEC
Escherichia coli isolated from the dairy environment. Manuscrito en proceso de redaccion.

PRESENTACIONES EN CONGRESOS Y JORNADAS

- JUAREZ, A. E.; DUALDE, M.; COLELLO, R.; PADOLA, N.; KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. A.
Evaluacion de la actividad litica de fagos especificos de STEC contra una cepa 0121:H21
stx2e positiva. Il Simposio Nacional sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC/VTEC) responsable del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Universidad Nacional del
Centro de la Provincia de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Tandil, 2024.

- DUALDE, M.; JUAREZ, A. E.; LUCCHESI, P. M. A.; KRUGER, A. Evaluacion de colifagos
somaticos en agua de bebida para ganado lechero en establecimientos de produccion lactea
en Argentina. Workshop: Biologia y Aplicacion de Bacteriofagos. Universidad de Antioquia,
Colombia. 2024.

- JUAREZ, A. E.; RODRIGUEZ, V. A.; PASCAL, S. B.; DUALDE, M.; KRUGER, A.; LUCCHESI
P. M. A. Predicted endolysins from phages with broad lytic activity against Shiga toxin
producing Escherichia coli of diverse serogroups. 13th annual Oxford bacteriophage
conference. LibPubMedia, Oxford, 2023.

- JUAREZ, A., KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. A. CARACTERIZACION DE BACTERIOFAGOS
PARA EL BIOCONTROL DE Escherichia coli PRODUCTOR DE TOXINA SHIGA:
RESISTENCIA A DIFERENTES TEMPERATURAS Y pH. Congreso de Microbiologia
Veterinaria. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires. Facultad de
Ciencias Veterinarias. Tandil, 2023.

- DUALDE, M.; NIETO F, M. V.; PASSUCCI, J. A.; JUAREZ, A. E.; PASCAL, S. B.; TABERA, A.
E.; LUCCHESI, P. M. A.; KRUGER, A. Evaluaci6én microbiol6gica de muestras de agua
subterranea de tambos. | Jornadas Integradas de Investigacion y Salud. Hospital de nifios Dr.
Debilio Blanco Villegas, Sistema Integrado de Salud Publica, Tandil, 2023.

- RODRIGUEZ, V.A.; JUAREZ, A; KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. A. Los bacteriéfagos y su rol
en la prevencién del sindrome urémico hemolitico. | Jornadas Integradas en Investigacion y
Salud. Hospital de nifios Dr. Debilio Blanco Villegas, Sistema Integrado de Salud Publica,
Tandil, 2023.



- DUALDE, M.; PASSUCCI, J. A.; JUAREZ, A. E.; PASCAL, S.; TABERA, A. E.; LUCCHESI, P.
M. A.; KRUGER, A. Colifagos somaticos en muestras de aguas de tambos. 1l Congreso de
Microbiologia Veterinaria. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires.
Facultad de Ciencias Veterinarias. Tandil, 2023.

- JUAREZ, A. E.; KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. A. BACTERIOFAGOS NATIVOS PARA EL
DESARROLLO DE ESTRATEGIAS DE CONTROL DE Escherichia coli PRODUCTOR DE
TOXINA SHIGA. Jornadas de Investigacion y Posgrado de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires: el desafio de visibilizar
la Ciencia. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Tandil, 2022

- JUAREZ, A; RODRIGUEZ, V.A.; KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. INACTIVACION DE
BACTERIOFAGOS MEDIANTE UV PARA LA POSTERIOR EVALUACION DE ENZIMAS
FAGICAS. 2° Jornadas Latinoamericanas de Bacteriéfagos. Universidad Nacional de José C.
Paz -IDEPI-CONICET-CIC-AGENCIA. José C. Paz, 2022.

- JUAREZ, A. E.; KRUGER, A.; LUCCHESI P. M. A. BACTERIOFAGOS PARA EL CONTROL
DE STEC 0O157:H7. | Simposio Argentino sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC/VTEC) responsable del Sindrome Urémico Hemolitico. Buenos Aires, 2022.

- DUALDE, M.; JUAREZ, A. E.; LUCCHESI P. M. A.; KRUGER, A. Deteccidn y cuantificacion de
colifagos sométicos en efluentes de tambos. Il Jornadas latinoamericanas de bacteri6fagos.
Universidad Nacional de José C. Paz. José C. Paz, 2022.
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BORRADOR TESIS DOCTORAL

Bacteriéfagos nativos para el desarrollo de estrategias de control de Escherichia coli
productor de toxina Shiga

ANTECEDENTES

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC o VTEC, por Escherichia coli
verotoxigénico) es un importante patégeno emergente asociado a enfermedades transmitidas
por alimentos, el cual causa diarrea, colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH)
(Karmali, 1985). Este sindrome es una afeccién severa que ocurre principalmente en nifios
menores de 5 afios y que en Argentina se presenta con la mayor incidencia a nivel mundial.
Es una de las causas principales de insuficiencia renal aguda y crénica, derivando en muchos
casos en trasplante renal e incluso, en la muerte (Ferraris et al., 2002; Cobenias et al., 2007).
No existe un tratamiento especifico, por lo cual resultan fundamentales las medidas de
prevencion. El serotipo involucrado en la mayoria de los casos es O157:H7, hacia el cual han
estado enfocadas las estrategias diagnésticas y de control, pero desde hace algunos afios
existe un aumento muy elevado a nivel mundial en el reporte de casos asociados a STEC no-
0157. En 2017, segun datos del Ministerio de Salud de nuestro pais, en el 51% de los casos
de SUH se diagnosticé STEC 0157 mientras que el 29% presentdé STEC No-0O157 (y en los
restantes no se pudo detectar STEC) (Boletin integrado de vigilancia, 2017).

Un reservorio importante de las cepas STEC es el ganado bovino, y en consecuencia, si los
alimentos derivados del mismo se contaminan pueden convertirse en vehiculo para la
infeccion. Asimismo, la eliminacion de estas bacterias en las heces bovinas produce la
contaminacion del ambiente en los establecimientos ganaderos (Polifroni et al., 2012). En
nuestro pais existe una alta prevalencia de STEC en bovinos, asi como una alta proporcion
de alimentos derivados contaminados con estas cepas (Parma et al., 2000; Padola et al.,
2004; Meichtri et al., 2004; Mercado et al., 2004; Rivas et al., 2006; Fernandez et al., 2009;
Masana et al., 2010).

STEC tiene una dosis infectiva muy baja, lo que la convierte en una importante amenaza a la
seguridad alimentaria. Los bacteriéfagos que son estrictamente liticos constituyen una
alternativa para disminuir la contaminacién con bacterias patégenas en diferentes etapas de
la cadena alimentaria (de Melo et al., 2018). Dado que son predadores naturales de bacterias,
regulan las poblaciones de las mismas, tanto en ecosistemas gastrointestinales como
ambientales. Raya et al. (2011) sugirieron que los bacteriéfagos presentes en el intestino
serian una de las causas de la colonizacion no permanente por STEC O157:H7 en rumiantes.
Asimismo, Hallewell et al. (2014) observaron que la frecuencia de aislamiento de fagos
capaces de infectar E. coli O157:H7 fue mayor en los bovinos que eliminaban una baja
concentracion de esta bacteria (low shedders) con respecto a los que eliminaban una alta
concentracion (supershedders), por lo cual estos fagos determinarian, en parte, los niveles
de eliminacion de E. coli 0157:H7 de cada animal.

En el dltimo tiempo, los estudios sobre bacteriéfagos para aplicaciones terapéuticas y para el
biocontrol de patégenos han recobrado interés dada la preocupacion mundial por la
diseminacion de la resistencia a antibidticos. Se han realizado numerosos estudios sobre
fagos contra E. coli 0157:H7 y méas de 60 de estos fagos han sido estudiados in vitro e in vivo
para el control de esta bacteria (revisado en Sabouri et al., 2017). Los tratamientos in vivo
tienen el propdsito de efectuar el biocontrol de este patdégeno en animales pre-faena, a través
de la administracion oral/rectal o de la aplicacion de los fagos sobre el cuero, mientras que



otros tratamientos persiguen como objetivo el control posterior en alimentos (carne y
vegetales) o sobre superficies inertes (como mesadas y maquinarias que contactan con los
alimentos y sobre las cuales STEC podria encontrarse formando biofilms dificiles de
controlar). Varios estudios en rumiantes han obtenido una reduccion significativa de la carga
de E. coli O157:H7 en animales en pie después del tratamiento con fagos (Sheng et al., 2006;
Callaway et al., 2008; Niu et al., 2008; Raya et al., 2011). También se ha reportado el empleo
de bacteriéfagos para reducir la concentracion de E. coli O157:H7 en alimentos o superficies
inertes contaminadas artificialmente (Viazis et al., 2011b y c; Hong et al., 2014; Hudson et al.,
2013; Abuladze et al., 2008; Tomat et al., 2014, 2018; Svéab et al., 2018). No obstante, existe
un numero limitado de estudios donde se han aislado bacteriéfagos capaces de lisar STEC
de serogrupos no-O157 (Tomat et al., 2013; Dini y de Urraza, 2010; Viazis et al., 2011a; Wang
et al., 2015; Litt et al., 2018; Liao et al., 2018), y la informacién sobre caracteristicas
fenotipicas y fisioldgicas de los mismos es escasa (Litt et al., 2018).

Es importante considerar que los bacteri6fagos en general tienen un limitado rango de
hospedadores, por lo cual no son eficientes frente a cualquier serogrupo. Por ejemplo, se ha
reportado que un prototipo de una preparacion comercial de fagos aplicada sobre cuero
bovino fue eficaz frente a STEC de los serogrupos 0121 y 0103, pero no para O111 y 045
(Tolen et al., 2018).

Otra estrategia de biocontrol seria el uso de proteinas fagicas (Kawa et al., 2012). Entre ellas,
las lisinas de los bacteriéfagos comprenden a las exolisinas y las endolisinas, que intervienen
en la degradacion del peptidoglicano de la pared celular para facilitar el ingreso del virus o
para permitir la liberacién de la progenie del mismo, respectivamente. Las exolisinas forman
parte de las particulas fagicas, por lo cual se llaman también VALs (Virus Associated Lysins)
y atacan a la pared celular desde afuera. Las endolisinas se sintetizan durante la infeccion
viral y se acumulan dentro bacteria, necesitando luego un mecanismo que les permita
atravesar la membrana celular para acceder a la pared celular. El mecanismo mas conocido
comprende la participacion de holinas que forman un poro en la membrana y permiten el
pasaje de las endolisinas (mecanismos revisados en Sad-José, 2018). Debido a la propiedad
gue tienen las holinas de perforar rapidamente la membrana celular y a la consecuente
dificultad para producirlas in vitro, no han sido muy estudiadas como antimicrobianos (Kawa
et al., 2012).

Las endolisinas son capaces de lisar bacterias cuando son aplicadas de forma exégena
(artificialmente) y se consideran seguras para humanos y muy buenos candidatos para
biocontrol, ya que tienen como blanco el peptidoglicano que no esta presente en células de
mamifero. Ademas, no se ha reportado la generacion de resistencia frente a ellas (Bai et al.,
2016). En los dltimos afios ha crecido el interés en estudiar las endolisinas para aumentar la
seguridad alimentaria, durante la produccion y procesamiento de los alimentos, como un
nuevo tipo de aditivos naturales y para tratamientos de decontaminacion de superficies
abidticas (revisado en Schmelcher and Loessner, 2016). Aunque en general se han evaluado
para el control de bacterias Gram positivas, que al no poseer la membrana externa facilitan
el acceso de las lisinas al peptidoglicano, se han iniciado estudios para controlar bacterias
Gram-negativas. Esto ha sido posible por distintos motivos: por el hallazgo de lisinas que
“naturalmente” poseen la capacidad de penetrar la membrana externa; por la incorporacién
(ingenieria de proteinas) de dominios proteicos que permitan ese pasaje; o a través de la
utilizacion de las lisinas en conjunto con compuestos que permeabilicen la membrana externa
(Oliveira et al., 2018; Antonova et al., 2019).

Las endolisinas presentan la ventaja de provocar rapidamente la lisis luego del contacto con
la bacteria blanco (Casey et al, 2018). Ademas, dado que el peptidoglicano de las bacterias



Gram-negativas posee una estructura conservada, las lisinas de bacteriofagos que infectan
a este grupo tedricamente poseerian un amplio espectro de accion (Maciejewska et al., 2018).
Incluso se ha observado un efecto sinérgico con otros tipos de tratamientos (Sad-José, 2018),
por lo cual se presentan como una alternativa atractiva para su empleo en el control de STEC.
Dado que el ganado bovino es un reservorio importante de STEC, nuestra hipétesis consiste
en que es posible aislar, a partir de materia fecal bovina y de efluentes de tambo,
bacteriéfagos liticos con potencial aplicacion en el biocontrol de este patégeno, ya sea de
manera directa o como fuente de enzimas con actividad litica. El Laboratorio de
Inmunoquimica y Biotecnologia (FCV-UNCPBA) posee una importante trayectoria de méas de
20 afos en el estudio de STEC, desde el andlisis de los reservorios, la caracterizacion
genotipica y fenotipica de cepas STEC nativas y su control a través de bacterias probi6ticas
y bacteriocinas. El grupo de investigacion también tiene experiencia en el estudio de
bacteriéfagos de STEC, particularmente en los que son portadores de toxinas Shiga (Kriiger
et al., 2018; Lenzi et al., 2016; Kriger et al., 2015; Granobles Velandia et al., 2012) y se han
desarrollado con éxito tesis de grado y de doctorado en el tema.



OBJETIVOS GENERALES

- Controlar patégenos zoono6ticos asociados a enfermedades trasmitidas por alimentos en
distintas etapas de la produccion e industrializacion.
- Disminuir la contaminacién de bacterias patdégenas en los alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los bacteriéfagos son predadores naturales de bacterias y, por lo tanto, un factor importante
para limitar las poblaciones de las mismas. Consideramos que los bacteriéfagos liticos son
una alternativa para el biocontrol de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC), ya
sea de manera directa o como fuente de enzimas con actividad litica, por lo cual este plan
incluye los siguientes objetivos:

1) Aislar y caracterizar bacteriéfagos liticos que tengan actividad sobre STEC.

2) Secuenciar los genomas de bacteriéfagos seleccionados e identificar los genes que
codifiquen enzimas con actividad endalisina.

3) Realizar el clonado, expresion y purificacion de endolisinas.

4) Evaluar in vitro la actividad de las endolisinas purificadas.

5) Ensayar las endolisinas en presencia de reactivos que potencien su actividad.

6) Evaluar la actividad de las endolisinas frente a diferentes combinaciones de temperatura y
pH.



ACTIVIDADES Y METODOLOGIA
1) Aislar y caracterizar bacteriofagos liticos con actividad sobre STEC

1.a. Obtencion y procesamiento de las muestras

Se realizaron muestreos de materia fecal bovina y de efluentes de tambo. Las muestras
sélidas se suspendieron en buffer SM y se clarificaron por centrifugacion a baja velocidad
(Carlson et al., 2005). Los sobrenadantes se filtraron mediante membranas de 0,22 um. Se
incorporaron estrategias para concentrar los bacteriéfagos potencialmente presentes
mediante centrifugacién y para amplificarlos (enriqguecimiento) utilizando una cepa
hospedadora (Carlson, 2005; Dini y de Urraza, 2010; Amarillas et al., 2016). Las cepas
STEC utilizadas como hospedadoras fueron seleccionadas del cepario de nuestro
laboratorio para representar serogrupos prevalentes en casos de SUH (026, 0103, O111,
0121, 0145, 0157), portadores de subtipos de toxina Shiga asociados a enfermedad grave
e incluidos en el Cédigo Alimentario Argentino.

1.b. Aislamiento de bacteri6fagos con capacidad litica sobre diferentes serotipos de
Escherichia coli productor de toxina Shiga

Se realiz6 un screening de los filtrados para evaluar la presencia de fagos liticos sobre
cepas STEC mediante la técnica de spot test. En el caso de filtrados enriquecidos, se utilizé
como cepa hospedadora para el spot test la misma cepa STEC empleada en el
enriquecimiento. A partir de los filtrados positivos en este screening, se confirmé la
presencia de fagos mediante ensayos en doble capa de agar. Posteriormente, los fagos se
purificaron a partir de placas de lisis individuales y se prepararon suspensiones de alto titulo
mediante propagacion en la cepa hospedadora. Para optimizar su propagacién, se
ensayaron distintas dosis infectivas y se utilizé la MOI (multiplicity of infection) con la cual se
presenté lisis de forma més tardia. El lisado se centrifugd a 10.000 xg, se filtro (0,22 um) y
se conservé a 4°C y -80°C (en este Ultimo caso con agregado de glicerol o DMSO). El titulo
se determiné mediante ensayos en doble capa de agar. En los casos en que los fagos
resultaron infectivos para E. coli DH5aq, se utilizé esta cepa como hospedadora tanto para la
purificacién como para la obtencién de preparaciones de alto titulo.

1.c. Evaluacion del rango de hospedadores de los bacteriéfagos

Se llevo a cabo una primera evaluacion utilizando un ndmero considerable de cepas STEC
(al menos tres cepas representativas de cada serogrupo 026, 0103, O111, 0121, 0145,
0157) mediante la metodologia de spot test. Las preparaciones de fagos que mostraron un
efecto litico en este ensayo fueron posteriormente confirmadas mediante la determinacién
de la eficiencia de plagueo (EOP). Para ello, se titularon las suspensiones de fagos
mediante ensayos en doble capa de agar. La EOP se expres6 como la relacion entre el
titulo obtenido con la cepa en estudio y el titulo logrado con la cepa utilizada en el
enriguecimiento o en el primer screening (Pereira et al., 2017).

1.d. Comparacion de la actividad de diferentes bacteri6fagos sobre cultivos de STEC

Se realizaron cultivos en microplacas de las cepas STEC con los diferentes fagos a distintas
MOI, empleando una concentracién bacteriana similar a la que podria encontrarse en los
alimentos (Dalmasso et al., 2016). Para las comparaciones, se consideraron los valores de
reduccion de DOeoo entre las combinaciones fago/cepa STEC.



2) Secuenciar los genomas de bacteriéfagos seleccionados e identificar los genes que
codifican enzimas con actividad endolisina

Mediante la tecnologia NGS (Next Generation Sequencing), se determin6 el genoma
completo de una seleccion de fagos liticos considerados de interés a partir de los resultados
obtenidos en los ensayos de rango de hospedadores y evaluacion de actividad frente a
STEC. La purificacién del ADN se realizd en nuestro laboratorio a partir de una suspension
de alto titulo de fagos. EI ADN se envi6 a MicrobesNG, donde se llevé a cabo la preparacion
de librerias y la secuenciacion. Una vez obtenidos los datos, se realizd en nuestro
laboratorio el analisis de calidad, procesamiento (trimming) y ensamblado (de novo
assembly) utilizando el software CLCBio Workbench (u otro semejante). La anotacion de los
genomas fagicos se llevé a cabo mediante herramientas bioinformaticas como Open
Reading Frame (ORF) Finder, PHASTER y SMART BLAST. Las secuencias codificantes de
posibles lisinas fueron analizadas comparativamente in silico en cuanto a la presencia de
diferentes dominios estructurales y funcionales. Se seleccionaron varios genes
representativos de las distintas variantes encontradas para su clonado y expresion.

3) Realizar el clonado, expresion y purificacion de endolisinas

Los genes fueron amplificados por PCR y clonados en un vector plasmidico (pET-28a(+)),
expresandolos con un tag de histidinas para su posterior purificacion. Esta estrategia,
ademas, podria haber favorecido la penetracion de las lisinas a través de la membrana
externa de las bacterias (Antonova et al., 2019).

4) Evaluar in vitro la actividad de las endolisinas purificadas

4.a. Evaluacién de la actividad muralitica sobre cepas STEC: una alicuota de cada cepa
STEC cultivada en caldo LB hasta la fase exponencial media (ODego =0,6) se mezclara con
top agar, se volcara sobre una placa de agar LB y se incubara 18 h a 37°C. Después de un
tratamiento con vapores de cloroformo para permeabilizar la membrana externa, se colocaran
30 ul de las lisinas purificadas y se observara la presencia de halos a los 30 min (Oliveira et
al., 2016).

4.b. Evaluacioén de la actividad antibacteriana: El ensayo se realizara sobre bacterias a las
gue se permeabilizard su membrana externa con EDTA para permitir el pasaje de las lisinas
y sin la permeabilizacion de la membrana externa, de manera de identificar lisinas que
presenten la propiedad de penetrarla (Larpin et al., 2018). Alicuotas de cultivos de STEC en
caldo LB se colocaran en microplacas y se tratardn con diluciones de las lisinas en
ausencia/presencia de EDTA (0,5 mM de concentracion final) durante 30 min. Se
cuantificaran las bacterias antes y después del tratamiento por recuento en agar LB para
determinar la actividad antibacteriana (Briers et al, 2014).

5) Ensayar las endolisinas en presencia de reactivos que potencien su actividad Se ensayara
ademas la actividad antibacteriana de las lisinas en conjunto con aditivos alimentarios como
el 4cido citrico y lactico, como agentes permeabilizantes de la membrana externa en
reemplazo de EDTA (Oliveira et al., 2016).



6) Evaluar la actividad de las endolisinas frente a diferentes combinaciones de temperatura y
pH Se evaluard la estabilidad de las lisinas a diferentes temperaturas (4, 20, 40 y 60°C), pH
(4, 7 y 10) y combinaciones de esos factores. Luego se evaluard su actividad en
combinaciones de temperatura y pH donde hayan mostrado estabilidad y que sean
comparables a las que pudieran encontrarse en alimentos o superficies con las que contactan
durante su manipulacién/procesamiento industrial.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS: En los ensayos que se requiera efectuar
un analisis estadistico, se realizaran andlisis de varianza (ANOVA) y tests de comparacion de
medias.



Resultados
1) Aislar y caracterizar bacteriéfagos liticos con actividad sobre STEC

1l.a. Obtencion y procesamiento de las muestras

Durante esta investigacion, se recolectaron 29 muestras provenientes de cuatro
establecimientos dedicados a la produccion de leche o carne de bovinos. Estas muestras
fueron procesadas y analizadas con el objetivo de detectar la presencia de bacteriéfagos
liticos con actividad sobre STEC.

TAMBO N° DE MUESTRA NOMBRE ESTADO FUENTE DE OBTENCION
1 (22/3/22) 1 D1 solida Mat fecal Vaca
2 D2 solida Mat fecal Vaca
3 D3 solida Mat fecal Vaca
4 D4 semisolida Mat fecal Vaca
5 D5 semiliquida Mat fecal Vaca
6 D6 semiliquida Mat fecal Vaca
7 D7 semisolida Mat fecal Vaca
8 D8 liquida bebida de las vacas
9 D9 liquida efluentes del tambo
10 D10 semisolida efluentes del tambo
2 (22/3122) 1 L1 Semisolida Mat fecal Vaca
2 L2 Semisolida Mat fecal Vaca
3 L3 Semisolida Mat fecal Vaca
4 L4 Semiliquida Mat fecal Vaca
5 L5 Semiliquida Mat fecal Vaca
6 L6 Semisolida Mat fecal Vaca
7 L7 Liquida Efluentes del tambo
8 L8 Liquida Bebida en el tambo
Parte Liquiday Zona de MF de varios
9 L9 Solida animales
10 L10 Semisolida Mat fecal Ternero
3 (2/8/2021) 1 1p solida Efluente a partir del ordefie
2 2p liquida Corral de espera
3 3p semi-solida Corral de espera
4 4p solida
4 (19/10/2021) 1 PoolG1 solida materia fecal
2 PoolgG2 solida materia fecal



3 PoolgG3 solida materia fecal

4 PoolgG4 solida materia fecal

bebedero y efluentes alrededor
5 EG liquida del mismo

1.b. Aislamiento de bacterié6fagos con capacidad litica sobre diferentes serotipos de
Escherichia coli productor de toxina Shiga.

Las muestras fueron procesadas de manera individual o en forma de pool, siguiendo la
metodologia previamente establecida. Como resultado, se aislaron 39 bacteri6fagos. No
obstante, tras un primer screening frente a nueve cepas STEC, se seleccionaron 26 fagos
para su posterior caracterizacién. Se descartaron aquellos fagos positivos para stx y aquellos
para cuyo enriguecimiento fuera indispensable la utilizacién de cepas STEC, debido al riesgo
de liberacién de profagos stx. Los resultados preliminares se encuentran resumidos en la
Tabla 1.

Fagos
Muestra aislados PCR -(stx2) Nombre del fago
(3+);

MF 4 1(-) 5.MF sobre 65
2(+); 1. ES s/e sobre DH
ES 4 2(-) 2. ES s/e sobre DH
4 4(-) Stock 7 del 29/4 "C"
Stock 8 del 29/4 "C"
Stock 1 del 28/4 "C"
ES FLECHITA Stock 1 del 29/4 "C"

B 2 2(+) -

EL 5 5(-) Stock 5 del 29/4 "C"
Stock 6 del 29/4 "C"
Stock 2 del 29/4 "C"
Stock 3 del 29/4 "C"
Stock 4 del 20/4 "C"

L9 1 1(-) L93 filt -8 s/f -8

D10 1 1(+) D10G3 s/f -7
L7 1 1(-) L73 filt -8 s/f -7
2 2(-) L74(175 puesto mal) 9-1
L74 59-2 (halo)
D9 2 1(+) D964A s/f -7

1(-) DIG4B sff -7



P4 3 2(-) 7.4

8.5
1 1(-) P4gl1.5 9-1

PL2 6 6(-) 4G4

55

4.3

53

1.3

1G4
PG1 1 ) Pgl.4 202-2
PG3 1 ) Pg3.3de: 46 12y 22; dh 32
EG 1 St.wg5(-) Eg4.65 (st:wg5ydh)

Tabla 1. Fagos obtenidos y su caracterizacion preliminar por muestra procesada

1.c. Evaluacién del rango de hospedadores de los bacteri6fagos:

Todos los serogrupos fueron lisados por al menos un fago: 0157 (3/3 cepas), O111 (1/1),
0113 (3/3), 0145 (1/6), 091 (4/5), 0174 (4/4) y O26 (5/6).

Sin embargo, algunos serogrupos mostraron una mayor sensibilidad a un mayor nimero de
fagos, como 0157, 0111y O113. Por el contrario, serogrupos como 0145, 091 y O26 fueron
menos susceptibles a menos fagos y, en particular, ocho cepas de estos serogrupos no fueron
lisadas por ninguno de los fagos de este panel.

Independientemente de la fuente de aislamiento, las cepas bacterianas fueron lisadas. Solo
una cepa de origen ambiental no fue lisada, mientras que todas las demas cepas de fuentes
bovinas, alimentarias y humanas fueron lisadas con éxito. Cabe destacar que estos fagos
exhibieron una fuerte actividad litica contra cepas aisladas de alimentos, lo que respalda aln
mas su posible aplicacion para el uso previsto.

L73, 4.3 y PG3 fueron seleccionados como fagos representativos para una evaluacion
adicional en este estudio en funcion de su amplio rango de hospedadores (L73 (7), 4.3 (12) y
PG3 (13), su capacidad para obtener EOP alta sobre ellas y su capacidad para lisar cepas
dificiles de lisar (Resultados resumidos en Tabla 2).

Strains  Serotypes Host Range EOP

(solid media)

L73 PG3 4.3 L73 PG3 4.3



10.

11.

12.

026:H11

026:H11

026:H11

026:H11

026:H11

091:H21

091:H21

091:H21

091:H21

091:H21

0103:H-

0103:H-

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

++

+++



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

O111:H-

O113:H21 +++

0113:H21

0113:H21

0145:H-

0145:H-

0145:H-

0145:H-

0145:H-

0145:H-

O157:H7

O157:H7

+++

++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

++

++

+++

++



25.  O157:H7  +++  +++ M H M

26. O174:H21 - + +++ X X M
27. 0174:H21 - - +++ X X X
28. 0O174:H21 - - + X X X
29. O174:H21 - - + X X X

Tabla 2. Rango de hospedador y EOP de los 26 fagos obtenidos. Referencias: rango de Hosp
“-” no efecto; “+” lisis turbia; “++” lisis traslucida; “+++”"placas

Ref: EOP: 0.2-1(igual) high efficiency(H);0,1-0,01(1,2 log) medium efficiency(M); 0,01-
0,001(3logo6+) low efficiency (L). “X” NO efficiency

1.d. Comparacion de la actividad de diferentes bacteriéfagos sobre cultivos de STEC:

Los fagos individuales pudieron lisar cepas de tales serotipos observandose reducciones de
hasta 91%. EIl cocktail permitié lisar el serogrupo 0103 mientras que los fagos individuales no
fueron efectivos. Resultados son resumidos en la Tabla 3.

Strains Serotypes Host Range

(liquid media)

L73 PG3 4.3 MIX

1. 026:H11 «x 10 X 1,10,100



2. 026:H11 x 1,10 X 1,10

3. 091:H21 1,10 10(mayor> 1 1,10,100
30%) (mayor>30%)

4, 0103:H- X 1y 10 X 1,10

5. O111:H- X X X X

6. 0113:H21 1,10 10y1 1,10 1,10,100

7. 0O145:H- x X X X

8. 0145:H- X X X X

9. 0157:H7 X X X X

10. O157:H7 1y X X 1,10,100
10(mayor>
30%)

11. 0174:H21 X X X X

Tabla 3. Rango de hospedador en medio liquido siendo una reduccion >50% “1’MOI 1;”10”
MOI 10; “100"MOI 100

2) Secuenciar los genomas de bacteriéfagos seleccionados e identificar los genes que
codifiqguen enzimas con actividad endolisina



Los géneros de virus se asignaron utilizando el software Kraken. Se caracterizaron siete
genomas diferentes correspondientes a diferentes géneros: Tequatrovirus (3),Vequintavirus
(3) y Mosigvirus (1).

Mediante el andlisis con RAST, BLAST,Interpro, Uniprot y HHpred se analizaron las
secuencias de posibles enzimas con actividad sobre el peptidoglicano. Finalmente dada la
conservacion de las secuencias las endolisinas predichas solo codificaban cinco secuencias
de aminoacidos diferentes. Los dominios enziméaticamente activos pertenecian a la familia 24
de las glicésidos hidrolasas (IPR001296).

Mediante VIBRANT, PhaTYP (através de la plataforma PhaBOX) y PHASTEST se determino
gue los 7 contigs pertenecian a fagos completos, de alta calidad y virulentos.

El analisis con VirulenceFinder no detecto genes de virulencia en los fagos analizados, lo que
respalda su potencial seguridad en aplicaciones de control biolégico contra Escherichia coli
productor de toxina Shiga.

3) Realizar el clonado, expresion y purificacién de endolisinas

En el marco del objetivo de clonado, expresién y purificacién de endolisinas, se complet6 con
éxito la primera etapa del proceso. Se optimizaron los primers de PCR para una endolisina
seleccionada, y se prepararon células competentes DH5a para la transformacion.
Posteriormente, se realizd el control de las células competentes con el plasmido pGem,
seguido de la ligaciéon con pGem. La transformacién fue llevada a cabo de manera efectiva, y
se purificaron los plasmidos utilizando un kit especializado. Para asegurar la calidad y
concentracion del ADN, se realiz6 la medicion de la cantidad de ADN mediante un
espectrofotbmetro Nanodrop, permitiendo avanzar de manera soélida hacia la siguiente fase
del proyecto.



Andlisis adicionales realizados a los bacteri6fagos

Determinacion del tamafio de placa de los fagos sobre su host DH5a. PG3, 4.3y L73
podrian formar placas transparentes con tamafios que van desde 1,0 a 2,0 mm de diametro.
Respecto a la formacion del halo, el 4.3 fue capaz de producir un halo mas grande que los
otros.

Evaluacién de la actividad litica de fagos especificos de STEC contra una cepa
0121:H21 stx2e positiva

Se seleccionaron 7 fagos aislados previamente del ambiente de tambos bovinos que poseen
actividad litica sobre cepas STEC portadoras de stx2a de diferentes serogrupos u otros
subtipos stx también asociados a enfermedad en humanos. Se evaluaron mediante la técnica
de “spot test” sobre una cepa O121:H21 positiva a stx2e aislada de una sala de desposte de
carne de cerdo. Asimismo, se estimo la eficiencia de plaqueo (EOP) en referencia a la cepa
hospedadora DH5a. Seis fagos evidenciaron efecto litico frente a la cepa stx2e STEC con
EOP comparable, y en algunos casos superior, a la observada con las otras cepas STEC.

Caracterizaciéon de bacteriéfagos para el biocontrol de Escherichia coli productor de
toxina Shiga: resistencia a diferentes temperaturas y pH

Se seleccionaron cinco fagos (stocks de alto titulo) luego de una incubacion de 60 minutos a
distintas temperaturas (4, 20, 40, 60y 75°C) a pH 7 y diferentes condiciones de pH (2, 3, 4, 7
y 10) a 25°C. Los experimentos se realizaron por duplicado y los titulos fagicos se
determinaron mediante diluciones en ensayo de spot test. Observamos que, luego de las
incubaciones a 4°, 20° y 40°C el titulo fagico se mantuvo para la totalidad de los fagos. Sin
embargo, luego del tratamiento a 60°C cuatro fagos disminuyeron 1 log su titulo, mientras
gue luego de 75°C no pudieron detectarse fagos infectivos. La totalidad de los fagos conservé
su titulo luego de los tratamientos a pH 4,7 y 10. Mientras que a pH 3 el titulo de dos fagos
se redujo 1 log y no se pudo detectar fagos infectivos en otro caso, y a pH 2 no se detectaron
fagos infectivos en ningun caso. Dado que componentes de los alimentos o del ambiente en
gue se encuentren pueden producir condiciones que disminuyan el titulo de los fagos, fue
importante determinar que varios de éstos resistieron temperaturas elevadas (60°C), acidez
(pH 3) y/o alcalinidad (pH10). Ademas, observamos que temperaturas 275°C o pH <2 serian
condiciones para la inactivacion de estos fagos.

Estabilidad a diferentes temperaturas de almacenamiento durante periodos
prolongados.

Para evaluar la posible aplicabilidad de estos fagos en la conservacion de alimentos, se
evalu6 su el titulo fagico de 3 fagos almacenando 200 ml del stock de alto titulo a 25 °C, 4 °C,
-20 °C y -80 °C y se tomaron muestras a los 15, 60 y 180 dias. Los tubos a -80 °C se
mezclaron con glicerol, lo que dio como resultado una concentracion final del 15 %. Los titulos
de bacteriéfagos antes del almacenamiento fueron de 109 PFU/mI. El titulo de todos los
bacteri6fagos antes y después del almacenamiento se estimé utilizando la prueba de spot
test (Lit y Jaroni, 2017; Alvi et al., 2018).

Después de 15 dias a -80 °C, los fagos PG3 y L73 exhibieron una reduccion de 1 logaritmo
en el titulo, mientras que el fago 4.3 permanecié estable. Para el dia 60, PG3 y L73
experimentaron una reduccién adicional de 1 logaritmo a -80 °C, mientras que 4.3 permanecio
inalterado. Después de 180 dias, los tres fagos (4.3, PG3 y L73) mostraron una reduccién de



1 logaritmo en el titulo a 25 °C. En este punto temporal, PG3 y L73 también experimentaron
una reduccion adicional de 1 logaritmo a -80 °C. En particular, L73 mantuvo su titulo a 4 °C,
mientras que el fago 4.3 permaneci6 estable a -80 °C durante los periodos de 15, 60 y 180
dias.

Inactivacion de bacteriofagos mediante uv para la posterior evaluacion de enzimas
fagicas

Colocamos 500ul de la suspension del fago L7.3 (stock de alto titulo fagico, ~1x10 10 UFP/mI)
de manera que forme una capa muy delgada sobre las placas de Petri de vidrio utilizadas.
Realizamos un primer ensayo en el que evaluamos 3 tratamientos con luz UV de una longitud
de 254 nm a 10 cm de distancia (T1: 5’ de exposicidn sin agitaciéon; T2: 20” de exposicion sin
agitacién; T3: 1"40” de exposicién realizando 2 agitaciones intermedias de forma manual) asi
como un control sin tratar (stock fagico colocado en placa de Petri sin exponer a luz UV). Se
realiz6 un ensayo en doble capa de agar y un spot test para cuantificar los fagos que
conservaron su infectividad, colocando diferentes diluciones de los fagos tratados y del
control, empleando la cepa E. coli DH5a como hospedadora. Posteriormente, se realizé un
nuevo ensayo con mayor tiempo de exposicién a luz UV (5’ 20”) y agitaciones manuales cada
20” (T4). Se observaron disminuciones de ufp de ~2 log por efecto del tratamiento T1, 1 log
por T2y =29 log por T3 y T4. En estos 2 ultimos tratamientos, se observé efecto litico sin
presencia de placas de lisis con las menores diluciones de la suspensién tratada, en el ensayo
de spot test. Este estudio permitié

identificar tratamientos con luz UV eficaces para inactivar este fago y continuar detectando
actividad litica.
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Finca El Manantial — Camino de Sirga S/N (C.P.4107), Yerba Buena, Tucumén, Argentina.
Tel. +54 - (0381) 156453913
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Facultad de Ciencias Veterinarias
Secretaria de Investigacion y Posgrado
CAPITULO |
DE LA CARRERA DE DOCTORADO

Articulo 1°

a. El titulo de Doctor en Ciencia Animal que otorga la Universidad Nacional del Centro
de la Provincia de Buenos Aires a través de la Facultad de Ciencias Veterinarias sera el
de maxima jerarquia académica.

b. El titulo de Doctor en Ciencia Animal se otorgara de acuerdo a lo dispuesto en el
presente reglamento.

Articulo 2°

Podran aspirar a ingresar a la Carrera de Doctorado en Ciencia Animal los egresados de
esta Facultad o de otras Facultades de Ciencias Veterinarias, Agronomia y/o disciplinas
afines del pais o del extranjero. Los egresados con titulo del extranjero deberan cumplir
con los requisitos de validacion de titulo de grado para la Republica Argentina.

Articulo 3°

Para obtener el grado de Doctor, previo cumplimiento de los requisitos generales de este
reglamento y de los especiales que se establezcan para cada candidato, el doctorando
debera:

a. Desarrollar, defender y aprobar un trabajo de Tesis que acredite su capacidad para la
investigacion o el desarrollo de tecnologias originales, en forma independiente, que
contribuya al progreso del area de conocimiento que eligidé. La Tesis debera ser
realizada bajo la direccién de un Director de Tesis. Cuando la naturaleza de la
propuesta lo justifique se podra aceptar la figura de un Co-director de Tesis.

b. Aprobar cuatro cursos de posgrado obligatorios de formacion general con una duracién
total de 440 horas.

c. Aprobar cursos de formacion especifica de acuerdo con la especialidad elegida hasta
reunir un total de 160 horas.
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d. Aprobar dos seminarios publicos, el primero como requisito para la admision formal a
la Carrera de doctorado y el segundo para la presentacion de resultados parciales.

e. Demostrar conocimiento de idioma Inglés aprobando el examen de idioma
implementado al efecto por el Departamento de Idiomas de esta Universidad.

Articulo 4°

El desarrollo del programa, del trabajo de Tesis y la defensa de la misma deberan ser
cumplidos en un periodo mayor a 3 afios y sin exceder los 4 afios y medio calendario. Las
fechas de iniciacion y finalizacion de la Carrera seran las correspondientes a la admisién y
a la defensa de Tesis, respectivamente. En caso de existir circunstancias que lo justifiquen,
el plazo podra ser extendido por un afio por Unica vez.

CAPITULO 11
DE LA ORGANIZACION

Articulo 5°

La Carrera de Doctorado en Ciencia Animal dependera administrativamente de la
Secretaria de Investigacion y Posgrado de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
U.N.C.P.B.A.

Articulo 6°

La conduccion de la Carrera sera ejercida por la Comision de Doctorado. Uno de los
miembros de dicha Comision ejercerd la direccion de la Carrera. El Director sera
designado por el Consejo Académico entre los miembros de la Comision de Doctorado a
propuesta de la Comisién y por un periodo de cuatro afios pudiendo ser reelegido por un
periodo adicional. La Comision de Doctorado sera designada por el Consejo Académico a
propuesta de la Secretaria de Investigacion y Posgrado. Estara integrada por un minimo de
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(5) cinco profesores ordinarios. Tanto el Director como los miembros de la Comision
deberan poseer el titulo de Doctor y acreditar una labor cientifica original de jerarquia
reconocida, en particular por sus publicaciones y haber demostrado capacidad para la
formacion de recursos humanos y discipulos.

Articulo 7°

El Director de la Carrera de Doctorado tendré las siguientes funciones:

a. Presidir la Comision de Doctorado.
b. Convocar a la Comision del Doctorado toda vez que se estime necesario.

c. Asesorar a potenciales candidatos al Doctorado acerca de las politicas, procesos y
condiciones de admision, evaluacion, promocion y graduacion.

d. Conducir seminarios, defensas de Tesis y todo otro tipo de actividades inherentes a la
Carrera de Doctorado.

e. Proponer acciones tendientes a mantener o incrementar la excelencia del Doctorado.

f. Llevar adelante los procesos de acreditacion del Doctorado.

g. Promover actividades que favorezcan el aprovechamiento del potencial académico,
cientifico y tecnoldgico tendiente a la creacion de grupos de trabajo e implementacion
de lineas de investigacion relacionadas con el desarrollo del doctorado.

h. Promover convenios con otras instituciones nacionales o extranjeras.

i. Gestionar fondos para la financiacion de la Carrera de Doctorado.

J. Toda otra actividad que se desprenda de los objetivos de la presente Carrera.

Articulo 8°

La Comision de Doctorado tendra las siguientes funciones:
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a. Cumplir y hacer cumplir estrictamente el presente reglamento.

b. Evaluar los antecedentes de los postulantes al Doctorado.

c. Acreditar cursos y otros antecedentes a solicitud de los doctorandos.
d. Designar evaluadores externos e internos.

e. Proponer al Consejo Académico, la admision definitiva de los postulantes a la Carrera
de Doctorado.

f. Formar parte del Comité evaluador en instancias del primer y segundo seminario.

g. Proponer al Consejo Académico los aranceles a aplicar.

h. Supervisar el desarrollo general de los estudios del Doctorado y proponer al Consejo
Académico, para su ulterior aprobacion, las medidas y normas complementarias que

estime convenientes para la mejor realizacion y una mayor jerarquizacion del mismo.

I. Toda otra actividad que se desprenda de los objetivos de la presente Carrera.

CAPITULO 11l
DE LOS ARANCELES DEL DOCTORADO

Articulo 9°

El Doctorado sera arancelado. Los doctorandos deberan abonar:

- Un arancel anual a partir de su admision formal a la Carrera y hasta la defensa final
de Tesis.
- Los aranceles correspondientes a cursos obligatorios y optativos.

Articulo 10°
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El Consejo Académico de la Facultad de Ciencias Veterinarias establecera anualmente los
montos de los distintos aranceles a propuesta de la Comisién de Doctorado.

CAPITULO IV
DE LA ADMISION A LA CARRERA Y EL PLAN DE TESIS

Articulo 11°

a. El aspirante deberd solicitar una entrevista con el Director de la Carrera o Secretario de
Investigacion y Posgrado a efectos de manifestar los motivos de su interés en realizar el
Doctorado a la vez de interiorizarse sobre los distintos aspectos del mismo.

b. Posteriormente deberé presentar una solicitud de admision a la Carrera del Doctorado,
adjuntando la documentacion requerida en el formulario correspondiente. Asimismo,
propondra un Director de Tesis, tema y lugar de trabajo.

Articulo 12°

La propuesta de Tesis no debera exceder 30 paginas a doble espacio, de acuerdo al
siguiente esquema:

o

NookrwnpE

Titulo

Resumen

Antecedentes existentes sobre el tema

Obijetivos generales y particulares

Disefio experimental

Resultados experimentales, si los hubiera

Lugar de trabajo y disponibilidad de equipamiento, infraestructura y recursos
econodmicos

Cronograma tentativo de tareas

Bibliografia

. Dictamen del Comité de Bienestar Animal si el proyecto contemplara la utilizacion

de animales.

Pinto 399 (7000) Tandil - ARGENTINA - Tel/Fax: (54) 249 —4439850 y lineas rotativas
www.vet.unicen.edu.ar



o C\ENCIAS Ve,
&

S
ey

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL CENTRO
DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Articulo 13°

a. Una primera evaluacion de la propuesta de Tesis serd realizada por la Comisién de
Doctorado a fin de evaluar aspectos tales como pertinencia y salvaguarda ética y
ambiental. En caso de que la propuesta de Tesis no fuera aceptada, la Comision de
Doctorado dara el tramite que corresponda a las objeciones y/o recomendaciones que
motivaron tal decision.

b. Una vez aceptada la propuesta por parte de la Comision, la misma serd enviada a un
minimo de tres pares evaluadores externos a la Institucion, a efectos de la evaluacién de
la calidad cientifica, originalidad y factibilidad de la misma.

c. En base a los informes de los evaluadores externos, la Comision de Doctorado resolvera
si la propuesta merece ser aceptada sin cambio alguno, si requiere cambios o si deberia
ser rechazada. Estas conclusiones serdn comunicadas al aspirante, quien debera
contestar, con conocimiento y aval de su Director, dentro de los sesenta dias. A
requerimiento de alguno de los evaluadores o de la Comision de Doctorado, el proyecto
reformulado podra ser remitido nuevamente para su evaluacion luego de realizadas las
modificaciones requeridas.

d. Una vez finalizado el proceso de evaluacion externa, la Comision de Doctorado
resolvera sobre la presentacion oral de la propuesta de Tesis. Dicha resolucion serad
comunicada al aspirante quien contara con un plazo méximo de seis meses para la
presentacion del primer seminario.

Articulo 14°

a. Primer seminario: el aspirante debera presentar y defender en forma oral y publica su
propuesta de Tesis demostrando conocimientos sobre la tematica a estudiar y capacidad
para sintetizar y presentar informacion cientifica.

b. Luego de concluida la presentacion publica el doctorando mantendra una entrevista
privada con el Comité Evaluador a efectos de ampliar aspectos inherentes a su
programa en la Carrera de Doctorado.

c. El Comité Evaluador estara integrado por al menos uno de los evaluadores externos, un
evaluador interno perteneciente a la Universidad convocado a tal fin y miembros de la
Comision de Doctorado.

d. En caso de no ser satisfactorio, el aspirante podra presentar el seminario nuevamente
por Unica vez.
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Articulo 15°

Como requisito para la admision, el aspirante deberd rendir un examen de idioma inglés de
caracter diagndstico implementado al efecto por el Departamento de Idiomas de esta
Universidad. En caso de no poseer el nivel exigido para cumplir con el requisito
establecido en el Art. 3.e del presente reglamento al momento de la admisién, el
doctorando debera rendir nuevamente y acreditar el nivel requerido como condicion previa
para la defensa final de la Tesis.

Articulo 16°

Una vez cumplidos con todos los requisitos de admision, la Comision de Doctorado
solicitara al Honorable Consejo Académico, la admision formal a la Carrera de Doctorado
del aspirante.

CAPITULO V
DE LOS CURSOS REQUERIDOS

Articulo 17°

a. Para cumplir con los requisitos referidos en el Art. 3.b el doctorando debera aprobar
cuatro (4) cursos de formacién general cuya obligatoriedad es comun a todos los
doctorandos y comprenden un minimo de 440 horas:

- Estadistica y Disefio Experimental,
- Biotecnologia Molecular,

- Planeamiento Cientifico,

- Metodologia de las Ciencias

b. Cada curso tendra una evaluacion final la que podra rendirse sélo en dos oportunidades.
Las fechas de examen seran establecidas por el responsable del curso dentro del afio
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calendario del dictado del mismo. En caso de ser necesaria una segunda instancia de
evaluacion, el doctorando deberé solicitarla por escrito al responsable del curso.

c. Los doctorandos podran solicitar la equivalencia con cursos de contenidos similares
realizados y aprobados en otros sistemas formales de posgrado. Las solicitudes seran
analizadas por la Comision de Doctorado y puestas a consideracion de los docentes
responsables de los cursos propios del Doctorado.

Articulo 18°

a. Para cumplir con los requisitos referidos en el Art. 3.c el doctorando debera reunir 160
horas en cursos de formacion especifica con anterioridad a la presentacién de su trabajo
de Tesis. Dichos cursos seran propuestos a la Comision de Doctorado para su
evaluacion previo acuerdo con el Director de Tesis. Si la Comision de Doctorado
considerare que la propuesta de cursos no es la adecuada y/o suficiente para la
formacion académica del candidato, la misma podrd ser rechazada y/o sugerirse
modificaciones.

b. Los cursos de formacion especifica deberan ser dictados por especialistas, revestir el
caracter de posgrado, tener evaluacion y la temética debe mantener relacion con el tema
de Tesis.

c. Seran aceptados cursos de posgrado ofrecidos por la Facultad de Ciencias Veterinarias
(U.N.C.P.B.A)) o dictados en otras instituciones nacionales o extranjeras. En el caso de
cursos dictados en otras instituciones, el doctorando deberé proporcionar a la Comision
de Doctorado informacién acerca de los contenidos, duracion, responsables, modalidad,
y forma de evaluacion.

Articulo 19°

a. Podran acreditarse horas por cursos realizados hasta 6 afios antes de la inscripcion al
doctorado.

b. Una vez cumplido el total de horas curso requeridas (600 horas), el doctorando solicitara
la certificacion de los mismos a la Comision de Doctorado mediante presentacion de los
certificados que acrediten su aprobacion para su elevacion al Consejo Académico.
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CAPITULO VI
DE LOS DIRECTORES DEL PLAN DE ESTUDIO Y TESIS

Articulo 20°

a. El Director y Co-Director del plan de estudio y Tesis podran ser profesores o
investigadores pertenecientes a la Facultad o no, que acrediten haber realizado una
labor cientifica original y demostrado capacidad para la formacion de recursos
humanos.

b. El Director y el Co-Director deberan poseer grado académico de Doctor o antecedentes
equivalentes.

c. El lugar de trabajo del doctorando deberé coincidir con el del Director o Co-Director.

d. En caso de ausencia/licencia del Director sera reemplazado en sus funciones por el Co-
Director. En caso de no contar con un Co-Director, la Comision de Doctorado evaluara
la situacion y eventualmente propondrd un Director suplente durante la ausencia del
Director.

e. En caso de renuncia del Director y/o Co-Director, la Comision de Doctorado evaluara la

situacion con el doctorando y propondra al Consejo Académico la designacion de un
nuevo Director/Co-Director.

Articulo 21°

Seran funciones y responsabilidades del Director y Co-Director:

a. Asesorar al doctorando en la elaboracion del plan de investigaciones, orientarlo sobre
las metodologias méas adecuadas para su desarrollo y en la elaboracion de la Tesis.

b. Supervisar en forma permanente el desarrollo del trabajo de investigacion.
c. Asesorar al doctorando sobre los cursos especificos a realizar.

d. Evaluar periddicamente el desarrollo de las investigaciones y el cumplimiento de los
estudios y tareas indicadas en su programa.

e. Informar sobre la actividad y desempefio del doctorando a la Comision de Doctorado
cuando lo considere oportuno y/o le sea requerido.
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f. Supervisar el cumplimiento del presente Reglamento por parte del doctorando y avalar
sus presentaciones ante la Carrera del Doctorado.

CAPITULO VII
DEL SEGUIMIENTO DEL DOCTORANDO

Articulo 22°

a. Una vez alcanzado un desarrollo significativo del trabajo de investigacion y con el
acuerdo del Director de Tesis, el doctorando debera presentar un segundo seminario en
el que expondra el grado de avance del proyecto, las dificultades encontradas y las
tareas pendientes para la finalizacion de su plan de Tesis.

b. Dicho seminario tendrd las mismas pautas y formas de evaluacion que el primero,
pudiendo ser presentado en una Unica segunda oportunidad en caso de ser considerado
no satisfactorio.

Articulo 23°

a. El plan original de Tesis podréa ajustarse o modificarse, con el acuerdo del Director/ Co-
Director de Tesis, en base a los avances en la investigacion si ello no significa una
modificacion sustancial del plan de trabajo original. En caso de que los cambios sean
sustanciales, dichos ajustes o0 modificaciones deberan ser comunicados a la Comision
de Doctorado pudiendo dar lugar a una nueva revision por parte de los evaluadores
externos. Los evaluadores externos podran sugerir cambios o ajustes al plan original.

b. El titulo de la Tesis podra ser modificado total o parcialmente con respecto a la
presentacion original a criterio de los evaluadores externos/interno o del doctorando y
el Director/Co-Director. Dicho cambio deberd ser debidamente informado a la
Comision de Doctorado.

CAPITULO VIII
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DE LA PRORROGA Y EXCLUSION DE LA CARRERA DEL DOCTORADO

Articulo 24°

a. Si el doctorando no pudiera concretar la presentacion de la Tesis en los plazos previstos
en el articulo 4 del presente reglamento, podra solicitar una prérroga a la Comisién de
Doctorado, con anterioridad a su vencimiento. Dicha solicitud debera estar debidamente
fundamentada y avalada por el director. La prorroga se concedera por el plazo de un
afio. En casos excepcionales se podré extender, por Gnica vez, por otro afio adicional.

b. El doctorando podra solicitar licencia por un plazo acumulado no mayor a un afio por
motivos justificados. Durante dicho periodo quedaran suspendidos los plazos y
obligaciones académicas y administrativas contempladas en el presente reglamento.

Articulo 25°

El vencimiento de los plazos de prorroga otorgados o la falta de cumplimiento por parte
del doctorando de los requisitos y obligaciones emanados de este reglamento, seran
motivo, previa comunicacion al director, de exclusion del doctorando de la Carrera de
Doctorado.

CAPITULO IX
DEL EXAMEN DE TESIS Y EL JURADO DE TESIS

Articulo 26°

a. Una vez cumplidos los requisitos establecidos en el programa de Doctorado, el
doctorando podra solicitar, previa conformidad con su Director, la evaluacion final del
trabajo de Tesis. Para ello, presentara una solicitud, acompafiada de la version escrita de
la Tesis redactada de acuerdo con la forma y estilo detallados en la Guia para la
confeccion de la Tesis Doctoral. En caso de que el Director no diera su conformidad, la
Comision intervendra al respecto.
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b. El Jurado de Tesis estara constituido por dos de los tres evaluadores externos que
evaluaron el proyecto de Tesis y el evaluador interno. En aquellos casos en los que no
sea posible contar con la participacion de los evaluadores que participaron en la
evaluacion del proyecto, se deberd convocar a nuevos evaluadores al solo fin de

constituir el Jurado de Tesis.

c. La evaluacion de la version escrita de la Tesis podra resultar en su:
1. Aceptacion sin correcciones 0 con correcciones menores.

2. Aceptacion condicionada a modificaciones mayores.

3. Rechazada con dictamen fundado el cual deberd ser avalado por la Comision de
Doctorado.

Articulo 27°

a. Si el Jurado considera que el trabajo de Tesis estd en condiciones de ser defendido, y a
solicitud del doctorando, se acordara la fecha de la defensa oral y publica y se dara a
publicidad.

b. El tribunal evaluador estara constituido por los dos evaluadores externos y el evaluador
interno.

c. Al momento de la defensa, el doctorando debera entregar un ejemplar del manuscrito de
Tesis adjuntando una nota del Director quien se responsabiliza de que todos los
cambios sugeridos por el Jurado hayan sido tomados en consideracion.

d. El doctorando en clase publica efectuara la defensa de su Tesis, en una exposicion de
una hora como maximo. El Jurado podra, al finalizar la presentacion, efectuar las

preguntas que estime pertinentes.

e. Realizada la defensa de la Tesis, el Jurado debera expedirse al término de dicho acto y
comunicar a la Comisién de Doctorado su dictamen. EI mismo, que estard fundado en
la evaluacion de la version escrita de la Tesis y en su defensa oral, podra:
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1. Aprobarla por dictamen fundado y calificarla con:

Aprobado: 6 (seis)

Aprobado bueno: 7 (siete)
Aprobado muy bueno: 8 (ocho)
Aprobado distinguido: 9 (nueve)
Aprobado excelente: 10 (diez)

2. Desaprobarla con dictamen fundado.

f. En caso de dictamen dividido, se dara participacion a los miembros de la Comision de
Doctorado presentes en la defensa oral.

g. Todas las actuaciones del Jurado deberan asentarse en el Libro de Actas habilitado a tal
efecto, con la firma de sus integrantes y miembros de la Comisién.

h. El doctorando dispondré de un plazo de 30 dias para la entrega de tres ejemplares
encuadernados en su version final.

Articulo 28°

Cumplidos todos los requisitos emanados de este Reglamento, la Secretaria de
Investigacion y Posgrado dara curso a los trdmites necesarios para que la Universidad
Nacional del Centro expida el titulo de Doctor en Ciencia Animal.
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