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RESUMEN

El camardn es el primer producto no petrolero de exportacion del pais. Sin embargo, las
enfermedades bacterianas provocan mortalidades masivas en el cultivo de larvas de
camaroén, ocasionando pérdidas econdmicas. Los antibioticos, una solucion tradicional
para controlar estas enfermedades, poseen importantes desventajas como la resistencia
bacteriana. Por lo tanto, es imprescindible desarrollar alternativas naturales. Los
bacteriéfagos son virus que infectan y eliminan bacterias patdgenas especificas, sin
alterar la microbiota ambiental. El objetivo de este estudio fue evaluar la factibilidad
técnica y ambiental de aplicar la fagoterapia en Ecuador para controlar enfermedades
bacterianas en larviculturas de camaron. El analisis de factibilidad se baso
principalmente en: revision bibliogréafica, experimentacion, entrevistas y encuestas. Para
demostrar que el aislamiento de bacteridfagos es factible se ejecutaron dos métodos de
aislamiento con una cepa de Vibrio parahaemolyticus como antagonista. El método con
medio de cultivo TSB fue eficaz para obtener bacteri6fagos liticos. Los productores
evaluaron los criterios que consideraron mas importantes para elegir un producto
antimicrobiano. Investigadores con experiencia en desarrollo de probiéticos calificaron
los indicadores de antimicrobianos eficaces. Los bacteriéfagos alcanzaron un valor de
factibilidad del 76%, similar al obtenido por los probibticos (producto antimicrobiano
efectivo y muy utilizado por los productores de larvas de camardon). Esto contrasta con el
29% obtenido por los antibiticos, que presentaron claras desventajas como
antimicrobiano para cultivo de camaron. Los resultados sugieren que la fagoterapia es
factible para controlar bacterias patégenas en cultivos de larvas de camaroén y abre las

puertas a mas investigaciones en el campo acuicola local.

Palabras clave: bacteriofagos, productos antimicrobianos, enfermedades bacterianas,

larvicultura, resistencia bacteriana



ABSTRACT

Shrimp is the country’s first non-oil export product. However bacterial diseases are
capable of causing impactful mortality rates in larvae, causing considerable economic
loss. Antibiotics, which have been considered as a traditional solution to control these
diseases, also come with many disadvantages such as development of bacterial
resistance. Therefore, it’s imperative to develop alternatives. Bacteriophages are viruses
that infect specific pathogenic bacteria, without altering environmental microbiota. The
objective of this study was to evaluate the technical and environmental feasibility of
applying phage therapy in Ecuador, in order to control bacterial diseases in shrimp
larviculture. The feasibility analysis was mainly based on: Bibliographical research,
experimentation, interviews and polls. Two methods of isolation with a strand of Vibrio
parahaemolyticus as an antagonist agent were made to show the efficacy of
bacteriophage isolations. The TSB culture medium method was successful to obtain lytic
bacteriophages. Producers evaluated the criteria they considered the most important in
choosing an antimicrobial product. Researchers with experience in probiotic development
rated the markers as effective antimicrobials. Bacteriophages reached a feasibility value
of 76%, similar to that obtained by probiotics (an effective antimicrobial product widely
used by shrimp larvae producers). This result contrasts with the 29% obtained by
antibiotics, which had clear disadvantages as an antimicrobial for shrimp farming. The
results suggest that phage therapy is feasible to control pathogenic bacteria in shrimp

larval cultures and opens the door to further research in the local aquaculture field.

Keywords: Bacteriophages, antimicrobial products, bacterial diseases, larviculture,

bacterial resistance.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El camarén es el principal producto de exportacion no petrolero del Ecuador [1]. Sin
embargo, uno de los mayores problemas que enfrenta la industria acuicola son las
enfermedades bacterianas, o que causa pérdidas econdmicas millonarias [2]. El control
de estos patégenos es especialmente primordial en la etapa de produccion de larvas [3],
ya que la falta de tratamiento a tiempo puede causar impactos considerables en la
produccién larval y en el medio ambiente [4]. Los antibiéticos son utilizados comUnmente
en la acuacultura para prevenir o controlar las enfermedades de etiologia bacteriana [5].
No obstante, las bacterias patdgenas pueden adquirir resistencia a estos quimicos,
reduciendo su efectividad [6]. Los bacteriéfagos constituyen una de las alternativas mas
prometedoras a los antibidticos para controlar infecciones bacterianas en acuicultura [7]
[8] [9]. En tal sentido, infecciones experimentales en bagre Clarias batrachus con
Flavobacterium columnare han sido controladas exitosamente por bacteriéfagos,
provocando la ausencia de infeccidon, patogenicidad y mortalidad [10]. En el caso del
cultivo de camarones, la efectividad de los bacteri6fagos ha sido comprobada pese a que
los estudios aplicados son escasos. Los bacteriéfagos son las particulas mas
abundantes en el medio marino [11], por lo que las probabilidades de identificacion y
aislamiento son grandes. Ademas, son altamente especificos, lo que permite disefar
estrategias de control direccionadas a bacterias patdgenas especificas, sin alterar la
microbiota ambiental. Tomando en cuenta que, el sector productor camaronero esta
avido de encontrar tratamientos efectivos para combatir las enfermedades bacterianas,
es importante evaluar si los bacteri6fagos pueden ser una alternativa efectiva a los
antibioticos para el control de enfermedades bacterianas en larvas de camarén [12]. El
objetivo de este trabajo consiste en evaluar, en base al andlisis de la literatura cientifica,
la factibilidad técnica y ambiental de aplicar la fagoterapia en Ecuador, para el control de

enfermedades bacterianas en larviculturas de camaron.



1.1. Descripcion del problema

Las enfermedades bacterianas como el sindrome de la Zoea Il [13], enfermedad de la
necrosis hepatopancreética aguda - AHPND [14], entre otros, son una problematica del
sector productor de larvas de camardn. Los antibioticos son muy usados para controlar
enfermedades bacterianas en acuacultura [15]. Sin embargo, estos quimicos presentan
importantes desventajas, principalmente la adquisicion de farmacorresistencia por parte
de las bacterias patégenas acuicolas y ambientales, lo que conlleva en corto plazo a la
reduccion del niamero de antibidticos efectivos, y por tanto al endurecimiento de
regulaciones antimicrobianas. Ademas, la deteccion de antibioticos prohibidos en lotes
de camaron exportados puede ocasionar problemas de rechazo por parte de los paises
importadores. Por tanto, es urgente el desarrollo de métodos naturales de control para
las enfermedades bacterianas. Los bacteriéfagos, son virus que atacan y destruyen
bacterias en forma especie-especifica, y aunque en acuacultura constituyen una
alternativa natural al uso de antibibticos, al no poseer efectos colaterales en las
microbiotas ambientales e intestinales, la terapia de fagos no esta muy desarrollada. Una
de las razones por las cuales la fagoterapia no ha sido aplicada a mayor escala radica
en el desconocimiento de las ventajas y desventajas comparadas con otros métodos

antimicrobianos disponibles para la acuacultura de camaron.

1.2. Justificacion del problema

El cultivo de camardn Penaeus (Litopenaeus) vannamei, genero 4 mil millones de dolares
en 2019, convirtiéndose en el primer producto de exportacién no petrolero de Ecuador
[16]. Ademas, es el segundo exportador camaronero a nivel mundial [17]. Para que el
pais continde exportando camarén de calidad es importante evitar pérdidas econémicas

por las enfermedades, principales limitantes para una buena produccion.

La enfermedad bacteriana mas emergente en la industria de produccion de camarén
nacional y mundial es AHPND. Recientemente han emergido nuevas enfermedades
bacterianas, como la enfermedad de la post-larva translicida (TDP), causada por una
nueva cepa de V. parahaemolyticus [18], y nuevas enfermedades bacterianas de

camaron continuaran emergiendo. Dado que, los antibiéticos, poseen importantes
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desventajas, es imprescindible desarrollar alternativas naturales para el control de las

enfermedades bacterianas de camaron de cultivo.

Los bacteriéfagos pueden ser una alternativa valida a los antibiéticos para el control de
infecciones bacterianas, sin embargo, no existen muchos estudios sobre su
funcionamiento en acuacultura de camarén. Mas aun, en Ecuador la fagoterapia es
desconocida, por tanto, es necesario la ejecucion de estudios para evaluar la factibilidad
de aplicar este método de control de enfermedades bacterianas en cultivos larvarios

locales.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Evaluar la factibilidad técnica y ambiental de la aplicacion de la fagoterapia en Ecuador

para controlar enfermedades bacterianas en larviculturas de camaron.

1.3.2. Objetivos Especificos

- Analizar estudios de aplicacion de la fagoterapia en la camaronicultura mundial.
- Determinar el grado de factibilidad de aplicar la fagoterapia en cultivos de larvas

de camaron en Ecuador, utilizando criterios técnicos y ambientales.

1.4. Marco tebérico

En la acuicultura de camardon se usan varios agentes antimicrobianos para combatir
enfermedades bacterianas, que se clasifican en productos quimicos (antibiéticos) y
productos naturales o biolégicos. Los agentes antimicrobianos naturales mas usados en
el cultivo de camaron son: probiéticos, 4cidos organicos y aceites esenciales, y aunque
los bacteriéfagos no son muy usados, constituye también otra alternativa natural a los
antibioticos. A continuacion, se describe un resumen del modo de accion de estos

agentes antimicrobianos, con énfasis en los bacteriéfagos, tema central de este trabajo.
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1.4.1 Antibi6ticos

El mecanismo de accién de los antibiéticos se presenta de dos formas (Figura 1.1). En
el modo de accion bacteriostatico, los antibidticos interfieren en los procesos celulares
bacterianos de sintesis de proteinas y replicacién del material genético, impidiendo que
las bacterias se reproduzcan. Mientras que, segun el modo de accion bactericida, los
antibiéticos obstruyen la formacion de la pared celular bacteriana, derivando en la muerte
de la bacteria [19].

Cell Wall Synthesis Nucleic Acid Synthesis

Folate synthesis

Sulfonamides
Trimethoprim DNA Gyrase
Quinolones

Beta Lactams
Penicillins
Cephalosporins
Carbapenems
Monobactams

RNA Polymerase
Rifampin

Vancomycin
Bacitracin

50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol
Streptogramins

Cell Membrane 30S subunit
Polymyxins Tetracyclines

Aminoglycosides Protein Svnthesis|

Figura 1.1. Modos de accién de los antibiéticos [20].

El uso de antibidticos en acuacultura acarrea problemas adicionales al de la adquisicién
de farmacorresistencia por parte de las bacterias patdgenas acuicolas y ambientales.
Los antibiéticos pueden generar residuos en los tejidos de los camarones [21], lo que
puede generar toxicidad aguda o cronica, reacciones alérgicas, desordenes en el
desarrollo corporal, o en otros casos efectos mutagénicos y carcinogénicos en los
consumidores [22]. En materia de exportacion de camaron, el Ecuador se rige a las
regulaciones de sus dos mercados mas importantes: Estados Unidos y la Union Europea.
La Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA), por medio
del Centro de Medicina Veterinaria (CVM), controla la aprobacion de drogas para uso
acuicola en los Estados Unidos. Mientras que, en la Unién Europea, la Comision de
Salud y Seguridad Alimentaria se encarga de monitorear la implementacion de leyes en
seguridad alimentaria y de salud; y por su lado, la Agencia de Medicinas Europea (EMA)

es la encargada de establecer los limites maximos de residuos para productos
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veterinarios que se comercializan en la Unién Europea. La FDA ha autorizado los
siguientes antibidticos en acuicultura: oxitetraciclina, florfenicol y sulfadimetoxina
(ormetoprim). Sin embargo, la Unién Europea exige controles mas estrictos para que
todos los productos que se exportan a sus paises tengan el mismo nivel de seguridad
alimentaria que se maneja internamente, por lo que implementa controles de regulacion

en el uso de oxitetraciclina, florfenicol y ormetoprim [23].

1.4.2 Probiéticos

Los probioticos son microorganismos vivos administrados en dosis especificas, que
benefician la salud del camardn principalmente a través de un mecanismo de exclusiéon
competitiva contra las bacterias patogenas [19]. Ademas, los probidticos presentan otros
mecanismos de accion como: colonizacién y adhesion de las bacterias probidticas en el
intestino, mejoramiento de la calidad del medio de cultivo, generacién de compuestos
antimicrobianos que inhabilitan o eliminan los patdgenos, estimulacion de reacciones del
sistema inmune innato, generacion de compuestos antivirales en bacterias especificas y
adecuada digestion de los alimentos, lo que a su vez redunda en un mejor crecimiento

del camaron (Figura 1.2).

Competicion por los espacios de adhesion

\ ’% - i Estimulacion inmune
= (‘
7 l } @  Microflora intestinal
& s i

|
#”  Organismo probidtico

/ Organismo patdgeno

Célulainmunoldgica

]
Competenda por nutrientes Antagonismo directo

T Tty B
g“‘?‘:e‘?ﬂ ‘%08:“:0‘0*

o

Figura 1.2. Mecanismo de accién de probioticos [24].
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1.4.3 Acidos orgéanicos

Los &cidos orgénicos usados en acuacultura son acidos de cadena corta. La accion
inhibitoria sobre las bacterias patdégenas (Figura 1.3) empieza por su entrada a las
células bacterianas y consecuente disociacion de iones positivos y negativos dentro del
citoplasma bacteriano, lo que altera la permeabilidad bacteriana por falta de minerales
[25]. Posteriormente, ocurre una reduccion de pH en el citoplasma bacteriano, lo que
genera consumo del ATP celular y consecuente gasto energético, que inhibe los
procesos enzimaticos necesarios para replicar el ADN bacteriano, impidiendo la

multiplicacion bacteriana.

Bacterias

—
+443
ADN === Proliferacion

Glucosa === Energia

Figura 1.3. Mecanismo de accién microbiana de los acidos organicos [81]

1.4.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos naturales extraidos de plantas, con afinidad a las
grasas y compuestos aromaticos volatiles, y con propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y anti-fungicas. A concentraciones bajas interfieren en la comunicacion
bacteriana, conocida como quorum sensing, evitando que las bacterias segreguen
sefales de genes de virulencia. A altas concentraciones presentan varios mecanismos
bactericidas (Figura 1.4), como incremento de la permeabilidad debido a la afinidad
lipdfila de los aceites a la pared bacteriana, alteracion de la sintesis de proteinas,
reduccion del pH y enzimas bacterianas que generan ATP, afectando la transcripcion del
ADN bacteriano [26].
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Figura 1.4. Mecanismo de accién de aceites esenciales [27].

1.4.5 Bacteriofagos

Los bacteri6fagos son virus que infectan y lisan bacterias en forma especie-especifica
[28] y se encuentran en abundancia en el agua de mar, en alrededor de 1x10%°
bacterioéfagos por litro de agua de mar [29]. El término bacteriéfago proviene del griego
“baktréon” que significa bacteria y “phagos” que hace referencia a ‘que se alimenta’, de tal
forma que la unién de los dos términos hace alusidon a que se alimentan de bacterias
[30]. Los bacteriéfagos también han sido aislados de sedimento terrestre [31]; por lo que

son considerados como “la forma de vida mas abundante y ubicua en la tierra” [32].

1.4.5.1. Mecanismo de accion de los bacteri6fagos

El mecanismo de accidn puede variar de acuerdo con el ciclo de vida del bacteriéfago,
ya sea por un ciclo litico o por un ciclo lisogénico. En el ciclo litico, el bacteri6fago
funciona en forma virulenta, infectando a la bacteria (Figura 1.5A), replicando,
provocando la lisis celular y liberando nuevos bacteri6fagos. Este proceso ocurre luego
de cumplirse una serie de etapas. La primera etapa es la fijacién, donde las proteinas de
la cola del bacteri6fago se unen a un receptor especifico de la superficie de la célula
bacteriana. Luego se da la penetracion, donde el bacteriéfago inyecta su ADN bicatenario

dentro del citoplasma de la bacteria. Posteriormente, ocurre la copia del ADN y sintesis
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de proteinas estructurales, en la que se copia el ADN del bacteriéfago y ocurre la
expresion de los genes del bacteri6fago para producir proteinas. Después ocurre el
ensamblaje del nuevo bacteriéfago, donde las capsides se unen a partir de las proteinas
de la cépside que infectd y se complementan con ADN para producir particulas de
bacteriéfagos. Finalmente, el bacteriofago expresa los genes que codifican para las
lisinas. Estas proteinas forman agujeros en la pared celular y membrana plasmatica de
la bacteria, proceso mediante el cual la célula bacteriana se lisa, lo que permite que el
agua ingrese a la célula bacteriana y consecutivamente estalle, liberando asi nuevos
bacteri6fagos.

En el ciclo lisogénico, tanto la fijacion como la inyeccion del ADN es igual que en el ciclo
litico (Figura 1.5B). No obstante, cuando el ADN del bacteriéfago entra en la célula se
recombina con una region del cromosoma bacteriano. El profago (fago con ADN
integrado) no se expresa y no promueve la produccién de nuevos bacteriéfagos. Sin
embargo, el ADN del bacteriéfago se copia a la vez que se copia el ADN del hospedero.
En condiciones favorables, el profago puede activarse y salir del cromosoma bacteriano,
lo cual activa el copiado de ADN, sintesis de proteinas, ensamblado del bacteriéfago y

la lisis del ciclo litico [33].

CICLO LITICO
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—
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Figura 1.5. Representacion grafica de los (A) Ciclos liticos y (B) Ciclos lisogénicos de
bacteriofagos [33].

Los bacteriofagos virulentos infectan sélo a bacterias especificas, sin infectar al
microbioma circundante (Figura 1.6). Por lo tanto, para ampliar la cantidad de bacterias
a ser combatidas se administra cocteles de bacteri6fagos. Este procedimiento constituye
ademas una via de administracion mas segura, ya que, cuando se utiliza un dnico
bacteriéfago, la bacteria podria desarrollar resistencia. No obstante, esta resistencia
aparece sobre todo a altas concentraciones de una sola cepa bacteriana, como en los
cultivos puros, en comparacion a medios con proliferaciéon de diferentes bacterias. Sin
embargo, por procesos de coevolucidon entre el hospedador y los bacteridfagos, el
desarrollo de bacterias resistentes induce a la aparicibn de nuevos bacteridfagos
especificos aptos para infectarlas [34] [35]. Esta caracteristica marca una diferencia
importante con respecto a los antibiéticos, que se vuelven ineficaces por siempre actuar
bajo el mismo principio. Por consiguiente, un coctel de bacteriéfagos o bacteridfagos
individuales en mutacion, como modificaciones estructurales en las fibras de su cola para
unirse al receptor de la bacteria resistente, evadiendo ruptura por las endonucleasas de
los patdégenos resistentes, resultan en un aumento de la eficiencia del tratamiento,

comparado con los antibidticos [36] [37].
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(DspB) que degradan las biopeliculas de Escherichia coli [38].

El “phage display” o despliegue de bacteri6fagos es otra técnica empleada con
bacteri6fagos en camarones, que consiste en que se cargan bacteriofagos con péptidos
o proteinas obtenidos del 6rgano linfoide y de esta forma, tratar enfermedades, como la
enfermedad de la mancha blanca (WSD), causada por el virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) [39].

1.4.5.2 Comunicacion viral arbitrium

Los bacteriofagos que infectan Bacillus secretan tres péptidos (aimP, aimR y aimX)
mediadores de un tipo de comunicacion viral denominado “arbitrium”, del latin “decisién”
(Figura 1.7). Mediante esta comunicacion, los bacteriéfagos codifican tres moléculas
para coordinar la decision del ciclo lisis-lisogenia y preservar su existencia en funcion de
la densidad viral. Los genes aimP codifican para péptidos (moléculas arbitrium) que son
liberados al medio bacteriano. En tanto que, los genes aimR codifican para un péptido
receptor AimP de estos péptidos que contabiliza la cantidad de bacteriéfagos activos que
codifican aimP. AimR a su vez activa la expresion de aimX, el regulador que bloquea la
ruta de la lisogenia o promueve el ciclo litico. De tal forma que, por mecanismos del
regulador aimX, cuando la densidad viral es baja se activa el ciclo lisogénico, mientras
gue, a densidad virales altas se acumula las moléculas arbitrium y se activa el ciclo litico
pues si se eliminan todas las bacterias, las futuras generaciones se quedaran sin
hospederos [40]. Resultando en una estrategia de supervivencia de los bacteridfagos

para no extinguir a los hospederos bacterianos [41]. Ademas, las bacterias no presentan
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lisis en presencia de un bacteriéfago litico cuando la bacteria ya ha sido previamente
infectada por bacteriéfagos lisogénicos, brindandole una “inmunidad” a una posterior

infeccion de bacteriéfagos de la misma especie [42] [40].

La diferencia de arbitrium con la comunicacién “quorum sensing” de las bacterias
patdbgenas es que el primero no es absoluto, pues, aunque exista gran cantidad de
péptidos, solo la mitad de las bacterias se lisogenizan, y la carencia de péptidos no obliga

al bacteriéfago a actuar como litico [43].
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Figura 1.7. Dinamica de la comunicacion “arbitrium” en infecciones por fagos [40].
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El analisis de factibilidad se realizé en dos etapas. En la primera etapa se colecto toda
la informacion disponible sobre los bacteriofagos a nivel mundial y local, lo cual incluyo:
a) investigacion sobre los resultados de estudios aplicaciéon de la fagoterapia en
camarones peneidos, b) investigacién sobre los métodos de aislamiento, enriquecimiento
y purificacion de bacteriéfagos, lo cual incluyé una corta experimentacién para
comprobar la facilidad de aislamiento de bacteri6fagos liticos mencionada en la literatura,
c) bausqueda de productos comerciales de bacteriéfagos a nivel mundial y local, asi como
de patentes internacionales de bacteriéfagos para el control de bacterias patégenas en
cultivo de camaroén y d) entrevistas a autoridades gubernamentales competentes sobre
la industria acuicola, para conocer la situacion actual con respecto a las medidas de
control sanitarias aplicadas y la existencia de productos comerciales locales con

permisos sanitarios.

La informacién colectada en la primera etapa sirvid para que finalmente en la segunda
etapa se identificara los criterios de efectividad de productos antimicrobianos y se pudiera
valorar la propuesta de aplicacion de la fagoterapia en Ecuador, para lo cual se realizd
los siguientes pasos secuenciales: a) identificacion de los criterios, y respectivos
indicadores cuantificables, que determinan la efectividad de productos antimicrobianos,
b) validacion de los criterios de efectividad de productos antimicrobianos, mediante una
encuesta a técnicos que trabajan en la industria de cultivo de larvas de camarén, quienes
ademas ponderaron los criterios en funcion de la importancia al momento de elegir un
producto antimicrobiano y finalmente c) valoracion de los criterios que determinan la

efectividad y seleccién de productos antimicrobianos.
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2.1 Informacién disponible sobre los bacteriéfagos a nivel mundial y local
2.1.1 Estudios aplicacion de la fagoterapia en camarones peneidos

La investigacion se enfocO en los estudios de bacteriofagos aplicados para eliminar
enfermedades a causa de Vibrios patdégenos en camarones peneidos mediante
mecanismos de accion litico de los bacteriéfagos. La informacion fue resumida en una
tabla informativa donde se sintetiza la especie y estadio de camardon evaluados,
patdgeno y patologia tratados, identificacion del bacteriéfago, tipo de experimentacion y

detalles del tratamiento de bacteriéfagos, asi como los principales resultados del estudio.

2.1.2 Métodos de aislamiento, enriquecimiento y purificacién de bacteriéfagos

Se investigd en la literatura sobre los métodos de aislamiento, enriqguecimiento y
purificacion de bacteriofagos y se seleccion6 dos métodos especificos para la
eliminacion de bacterias del género Vibrio, por ser agentes bacterianos patdégenos
emergentes a nivel local. Los bacteriéfagos fueron aislados de muestras colectadas en
dos laboratorios de larvas de la provincia de Santa Elena, Ecuador (Laboratorios By O).
En cada uno de los laboratorios se muestreé agua de cuatro tanques de cultivo. Ademas,
en uno de los laboratorios se colecté dos muestras de agua del canal de salida, para un
total de diez muestras (Apéndice A). La fase experimental se realiz6 en el Centro
Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas — CENAIM (San Pedro, Santa Elena,
Ecuador). La cepa Ba94C2 de V. parahaemolyticus, causante de altas mortalidades por
AHPND en juveniles [44] y larvas de camardn, fue utilizada como cepa bacteriana
patdgena para evaluar la presencia de fagos. Cada muestra fue evaluada por los dos
métodos seleccionados de aislamiento, enriquecimiento y purificacion, que son
especificos para bacteriofagos que infectan bacterias del género Vibrio [45] [46],
conocidos como vibriéfagos. En cada caso, la cepa patégena fue activada en agar de
tripticasa de soya (TSA, Difco) con NaCl al 2% durante 24 h a 30°C. Luego de la
activacion se tomo una colonia de la cepa patégena y se la diluyé en 50 mL de medio
LB-Lennox (invitrogen), con adicion de 2% de NaCl a 30°C por 4 h. Posteriormente, esta
suspensién bacteriana fue ajustada a un ODsoo de 1.0, correspondiente a la escala 8 de
la solucion estandar de sulfato de Barium McFarland, y equivalente a una concentracion
bacteriana de 108 UFC/mL.
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2.1.2.1 Método con agua de mar artificial

Las muestras de agua colectadas en los laboratorios de larvas fueron procesadas por un
primer método de aislamiento y enriquecimiento de bacteri6fagos en agua de mar
artificial, siguiendo la metodologia descrita en [45], desarrollada para el enriquecimiento
de vibridfagos que lisan V. alginolyticus, con ligeras modificaciones implementadas en el
presente estudio. Brevemente, cada muestra (100 mL) fue enriquecida con 10 mL de
agua de mar artifical 10X (23.4 g/L NaCl, 24.7 g/L MgSO x 7H20, 1.5 g/L KCly 1.43 g/L
CaCl x 2H20, pH 6.5) suplementada con 1% de triptona, 0.5% de extracto de levadura,
y 1 mL de suspension bacteriana patégena a 28°C, siendo purificada dos veces. En la
primera purificacion, la suspension enriquecida fue incubada a 28°C por 24 h y
centrifugada a 4000 rpm. El sobrenadante fue filtrado (0.22 um), y 20 yL del producto
filtrado fue colocado en una caja Petri conteniendo Agar Marino al 1.5% de bactoagar,
10° UFC/mL de bacteria patégena y 100 mL de muestra. Luego de 12 h de incubacion
se procedié a la observacion de ausencia o presencia de placas claras, considerando
gue la presencia de placas claras era una evidencia de bacteriéfagos liticos. Las placas
claras obtenidas en la primera purificacion fueron cortadas en forma aséptica y
procesadas para un segundo proceso de purificacion en 10 mL de agua de mar artificial
1X con 100 pL del cultivo bacteriano patégeno, para llegar a una concentracion de
bacterias patdgenas de 108 UFC/mL. La suspension fue incubada por 24 h a 28°C,
repitiendo el protocolo de centrifugado, filtrado y observacion de ausencia o presencia

de placas claras en cajas Petri. Todos los procedimientos fueron realizados por triplicado.

2.1.2.2 Método con medio TSB

Las muestras de agua colectadas en los laboratorios de larvas fueron también
procesadas por un segundo método de aislamiento y enriquecimiento de bacteriéfagos
en medio TSB, siguiendo el protocolo descrito en [46] desarrollado para vibriéfagos que
lisan V. parahaemolyticus, con ligeras modificaciones. Cada muestra (100 mL) fue
enriquecida con 10 mL de medio de cultivo Tryptic Soy Broth (TSB) doblemente
concentrado, suplementado al 2% de NaCl y 1 mL de suspension bacteriana patégena.
La suspension fue incubada mediante bafio Maria a 30°C por 18 h a 80 rpm.
Posteriormente, se centrifug6 por 30 min a 4000 rpm. El sobrenadante fue filtrado (0.22
pm), agregando cloroformo al 1% del volumen final (100 pL de cloroformo por cada 10
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mL de muestra). Se incubo por 1 h a 80 rpm. En 100 pL de césped bacteriano patégeno,
se inoculdé 30 pL de ese producto en cajas Petri conteniendo medio de cultivo TSA
suplementado con 2% de NaCl. Luego de 12 h de incubacién a 28°C se procedio a la
observacion de ausencia o presencia de placas claras. Posteriormente, se realiz6 un
proceso de purificacion, donde las placas claras fueron cortadas en forma aséptica y
procesadas en 10 mL de caldo TSB y 100 uL de cloroformo. Se centrifugé a 4000 rpm
por 10 min. Se filtré el sobrenadante en membranas de 0.22 um. Se tomo 30 pL del
producto filtrado y se inoculé en cajas Petri conteniendo agar TSA con 100 uL de cultivo
bacteriano patdgeno en la superficie para comprobar la presencia de placas claras. Este
proceso de purificacién se repitié tres veces. Se realizd el enriguecimiento del primer
filtrado con 1 mL del sobrenadante junto con 200 pL de bacteria en 5 mL de caldo TSB.
Se incubd a 28°C por 24 horas y se volvié a filtrar (0,22 um) para inocular 30 uL del
sobrenadante en cajas Petri con agar TSA al 2% en 100 uL de césped bacteriano por 12

horas. Todos los procedimientos fueron realizados por triplicado.

2.1.3 Productos comerciales y patentes internacionales de bacteri6fagos para

cultivo de camaroén

Se realizé una busqueda de patentes de formulaciones con bacteriéfagos para el cultivo
de camaron, utilizando Google Patents como motor de busqueda, con el objetivo de
estimar el nivel de desarrollo de este agente antimicrobiano. La busqueda incluyo las

siguientes clases de patentes internacionales:

e CI12N7/00: Virus, bacteri6fagos, composiciones de estos, preparaciéon o
purificacion de los mismos.

e (C12N2795/00011: Bacteri6fagos.

e C12N2795/00032: Uso de virus como agente terapéutico, distinto de la vacuna;
por ejemplo, como agente citolitico.

e (GO01N2333/005: Ensayos que involucran materiales biolégicos de organismos
especificos de una naturaleza especifica de virus.

e A23K50/80: Piensos especialmente adaptados para animales particulares para
animales acuaticos.

e A61K35/76: Virus, particulas subvirales, bacteriéfagos.
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e C12N2795/10121: Virus como tales, por ejemplo, nuevos aislados, mutantes o
Sus secuencias genémicas.

e AO01K61/00: Cultivo de animales acuaticos.

e A61P31/04: Agentes antibacterianos

e (C12N2795/10251: Métodos de produccion o purificacién de material viral.

e A61K35/74: Bacteria

Para la busqueda de los productos comerciales internacionales, se realizO un
seguimiento bibliografico a las patentes encontradas, bajo las mismas especificaciones
descritas en la busqueda de patentes. La busqueda de productos comerciales nacionales
se realiz6 en el listado de productos comerciales con Registro Sanitario Unificado
publicado en la pagina del Web del Instituto Nacional de Pesca, actualizado hasta julio
2018 [47].

2.1.4. Entrevistas a autoridades gubernamentales de la industria acuicola

Se entrevistd a técnicos de la Subsecretaria de Acuacultura y de la Subsecretaria de
Calidad e Inocuidad, Autoridades Competentes en los temas de Regulacién Acuicola y
Sanidad, respectivamente. El objetivo de las entrevistas (Apéndice B) fue verificar la
existencia local o no de productos comerciales elaborados con bacteriéfagos para el
control de bacterias patdégenas o uso acuicola en general en el Ecuador, regulaciones
del uso de antimicrobianos y procesos a seguir para que un producto de origen biolégico
pueda ser expendido en el pais. Las entrevistas se realizaron mediante reuniones

virtuales en la plataforma de Zoom.

2.2. Analisis de factibilidad de la aplicacion de fagoterapia

2.2.1. Identificacion de criterios e indicadores cuantificables de efectividad y

seleccién de productos antimicrobianos

En base a la informacion analizada sobre los bacteriéfagos a nivel mundial y local se
identifico los siguientes criterios de efectividad antimicrobiana y los que podrian ser
utilizados por los productores para seleccionar productos antimicrobianos, considerando

gue el criterio mas importante para estos seria la efectividad antimicrobiana:
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Eficacia antimicrobiana. Agrupando a los diferentes aspectos técnicos que tornan
efectivo a un agente antimicrobiano, lo que incluye: principales modos de accion de los
agentes antimicrobianos, espectro de patdégenos que pueden ser tratados y protocolos
de administracion mas eficientes para suplementar la menor cantidad de antimicrobiano

posible.

Impacto ambiental. Refiriendose a los aspectos adecuados que deberian tener los
productos antimicrobianos amigables con el medio ambiente para garantizar la inocuidad
del camardn cultivado y minimizar el riesgo de toxicidad, tanto al sistema de cultivo, como

al ambiente fuera de las instalaciones comerciales.

Disponibilidad de productos comerciales. Representando la disponibilidad de productos

comerciales, o0 en su defecto la facilidad para obtener registros sanitarios.
Capacidad tecnoldgica local. Refiriéndose a los aspectos técnicos necesarios que
permitirian obtener productos antimicrobianos especificos para prevenir y o tratar

patégenos locales.

Costos, comercializacién e interés por usar el producto. Enfocando los aspectos

econdmicos e interés por usar o comercializar los productos antimicrobianos.

Por su lado, los indicadores cuantificables de los criterios de efectividad y seleccion de

antimicrobianos que se identificaron son resumidos y explicados en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Descripcion de los indicadores empleados para evaluar los criterios que debe

tener un buen producto antimicrobiano.

Criterio de Indicadores Descripcién del indicador
efectividad y cuantificables

seleccion
Alta plasticidad para Alta especificidad del producto para eliminar la
prevenir y/o tratar un amplio bacteria objetivo y la posibilidad de ampliar su
rango de patdgenos espectro a mas bacterias definidas [48]
Baja resistencia bacteriana  Posibilidad minima de accién antimicrobiana

deficiente a causa de bacterias resistentes.
Efecto bactericida sobre Elimina totalmente las bacterias que causan la
patégenos enfermedad que presenta en el cultivo
Efecto bacteriostatico sobre Inhibe el crecimiento de las bacterias que causan la
patégenos enfermedad que presenta el cultivo
Eficacia Reduccion de biopeliculas  Capacidad del producto antimicrobiano de romper la

antimicrobiana

bacterianas

matriz extracelular de biopeliculas bacterianas [49]

Efectividad a dosis bajas

Eliminacién de patégenos con cantidades no
exuberantes del producto antimicrobiano

Baja frecuencia de
administracién

No requiere administraciones continuas o
tratamientos prolongados

Administracion directa al

tanque de cultivo

El producto antimicrobiano es aplicado en los
tanques de cultivo de forma inmediata sin necesidad
de intermedios como bioencapsulacién [50]

A mayor concentracion de
patdégeno aumenta la accion
antimicrobiana.

Capacidad del producto de aumentar su nimero en
presencia de su patdgeno objetivo durante la accién
antimicrobiana [51]

Bajo riesgo de generar
bacterias resistentes en el
ambiente

Combate la multiresistencia bacteriana a través de
mecanismos como mutacion, evitando impactos
ambientales negativos [52]

Inocuidad

La especie tratada con el producto antimicrobiano
no presenta dafios futuros al ser ingerido por otros
seres vivos [51]

Sin residualidad en tejidos

La especie tratada puede ser cosechada

Imp'acto de especie de cultivo independiente del tiempo en que fue aplicado el
ambiental . : .
producto antimicrobiano. No posee un periodo de
carencia [53]
Conservacion de la No afecta a las bacterias benéficas del medio natural
microbiota de la especie de de la especie cultivada y su ambiente
cultivo
Producto antimicrobiano Productos antimicrobianos de origen totalmente
natural natural
Productos disponibles en el Productos antimicrobianos comerciales locales e
mercado internacionales
Disponibilidad

de productos
comerciales

Facilidad de
registros sanitarios

obtener

Existencia de procedimientos claros por parte del
ente regulatorio correspondiente para obtener el
registro sanitario de un producto antimicrobiano
nacional e internacional [54] [55]

Capacidad
tecnoldgica
local

Abundancia y diversidad en
medio natural para obtener
antimicrobianos especificos

En los ecosistemas, medios acuaticos locales se
encuentra en abundancia y diversidad el
componente principal del producto antimicrobiano
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Criterio de Indicadores Descripcién del indicador
efectividad y cuantificables

seleccion
Capacidad para produccion Las empresas del medio local cuentan con
local infraestructura y equipos para llevar a cabo el
proceso de elaboracion de un producto
antimicrobiano, desde pruebas in vitro hasta su
comercializacion
Costos de elaboracién bajos El costo de produccion de una unidad de producto
para el productor de larvas  antimicrobiano es menor al de la competencia o en
Costos, su defecto permite obtener un ingreso bruto mayor
comercializacién Aceptacién/lnteré_s_ de Acqgi_da dg los productores de larvas por el producto
e interés por productores en utilizarlo antimicrobiano
usar el producto Interés de compafiias para Interés de empresas en elaborar un producto
produccion y antimicrobiano que cubra las necesidades del medio
comercializacion local

2.2.2 Validacion, ponderacion de los criterios de efectividad y seleccion de

productos antimicrobianos

Los cinco criterios identificados en el paso anterior fueron validados mediante una
encuesta a 17 técnicos que trabajan en la industria de cultivo de larvas de camaroén (14
técnicos de laboratorios de larvas, 1 patélogo y 1 ejecutivo de ventas de insumos para
acuacultura). Para lo cual, se pidi6 a cada técnico que puntuaran entre 0 a 5 la
importancia de cada uno de los cinco criterios, en términos de efectividad antimicrobiana
y criterios de seleccion para su uso en las instalaciones de produccion. Esta puntuacion

fue luego promediada (n = 17) y la suma de los cinco promedios fue llevada a 100%.

En las encuestas, ademas, se incluyé otras preguntas, con el objetivo de conocer los
protocolos de control de enfermedades bacterianas utilizados en los cultivos larvarios,
productos que utilizan para contrarrestar estos efectos, estadios larvarios de mayor
susceptibilidad a enfermedades bacterianas y el conocimiento sobre la existencia de los
bacteri6fagos como estrategia potencial para controlar bacterias patdogenas (Apéndice

C). Las encuestas se realizaron mediante reuniones virtuales via Zoom y Google Forms.
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2.2.3 Valoracion de los indicadores de efectividad y seleccion de productos

antimicrobianos

Los indicadores de efectividad y seleccibn de productos antimicrobianos fueron
ponderados por 3 investigadores con experiencia en desarrollo de probioticos y por los
autores, y posteriormente promediados (n = 4). De tal forma que, la suma de las
ponderaciones de cada grupo de indicadores de una determinada categoria totaliz6 el
valor ponderado de la categoria, obtenido a través de las encuestas a los técnicos que

trabajan en la industria de cultivo de larvas de camarén.

Posteriormente, cada una de las personas previamente mencionadas califico la
efectividad antimicrobiana de los bacteridfagos, usando los indicadores previamente
identificados, con un valor entre 0, 1, 2 y 3. El valor 0 correspondié a casos en los que
no se cumplia el indicador, mientras que 1, 2 y 3 correspondieron a un desempefio bajo,
intermedio y alto del indicador para el respectivo antimicrobiano. Luego, se obtuvo un
valor promedio de desempefio para indicador (n = 4). La valoracién también incluy6 a los
antibioticos, por ser el antimicrobiano tradicional que anteriormente se usaba, y a los

probiéticos por ser el mas utilizado al momento.

Finalmente, para cada uno de los antimicrobianos se sumo los valores obtenidos en

todos los indicadores.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Informacion disponible sobre los bacteriéfagos a nivel mundial y local

3.1.1. Estudios de aplicacion de la fagoterapia en camarones peneidos

La mayoria de los estudios de bacteriéfagos liticos han sido realizado para camarones
Penaeus monodon, aunque existen algunos estudios ejecutados para camarones P.
vannamei (Tabla 3.1). Las evaluaciones han sido realizadas principalmente para larvas
de camardn, aunque también existen estudios aplicados en engorde. Los principales
patdgenos tratados son V. harveyiy V. parahaemolyticus. Contrariamente a lo esperado,
no solo se encontraron estudios in vitro, sino que varias de las investigaciones han sido
aplicadas, probando bacteriéfagos inclusive en instalaciones comerciales. Los resultados
de los estudios muestran consistentemente que los bacteri6fagos en general

disminuyeron la infeccidn y virulencia de los Vibrios tratados.

3.1.2 Métodos de deteccidn, aislamiento y purificacién de bacteriofagos
3.1.2.1 Método con agua de mar artificial

Se obtuvo placas lisogénicas desde la primera purificacion del método de aislamiento,
enriguecimiento y purificacion de bacteriofagos en agua de mar artificial. Estas placas se
detectaron por la caracteristica de mancha turbia, definida por Kunapuli et al. 2010 [56].
En la segunda purificacidon las mismas muestras presentaron caracteristicas diferentes,
con centros oscuros y halos turbios, definidas como indicadoras de difusion de
polimerasas que rompen las cépsulas de los Vibrios, y por lo tanto causantes de la
disminucién de color del césped bacteriano [57]. Esta es una cualidad deseable para la
fagoterapia, ya que se han descrito que las capsulas bacterianas son un factor de
virulencia que facilita la formacion de las biopeliculas [58]. Sin embargo, al realizar la
tercera purificacion, la capacidad de realizar este rompimiento fue casi nula,

observandose solamente la presencia de profagos.
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Tabla 3.1. Resumen de aplicaciones de bacteriéfagos en cultivos de camarones

Penaeus monodon y Penaeus vannamei.

Patégeno Patologia Especie Estadio/ Tipo de Resultado Ref.
evaluada Peso aplicacion y
detalles del
tratamiento
V. Vibriosis Penaeus Nauplio Il En campo ¢ Aplicacion 6 h antes de [59]
parahaemolyticus vannamei 2 fagos infeccion evité mortalidad
¢ Aplicacion 6 h después de
infeccion limité mortalidad y
disminuy® la infeccién.
V. alginolyticus Vibriosis Penaeus Desde En campo e Fagos presentes en todos [11]
V. harveyi, vannamei  NauplioV 69 fagos los tanques y etapas
V. azureus, aislados de larvarias
V. brasiliensis, larviculturas ¢ V.alginolyticus y V. harveyi
V. proteolyticus de camarén mas susceptibles a 43y 10
V. natriegens fagos, respectivamente.
e Otros vibrios solo fueron
infectados por un fago
especifico
¢ Relacion directa entre No.
de fagos liticos e incidencia
de vibrios
e Decrecimiento de vibrios
con diversidad de
bacteriéfagos
¢ Fagos lisogénicos incidieron
en virulencia del patégeno.
Vibriosis Penaeus PL5 Invitroy en e In vitro: Capacidad litica del ~ [60]
V. harveyi luminiscente monodon campo 70 y 68% de fagos aislados
Fagos de ostras y larvicultura de
familia camarén. En campo: 88%
Siphoviridae supervivencia larval con
Aislados de coctel de fagos vs 65-68%
ostras y supervivencia tratados con
larvicultura oxitetraciclina y kanamicina.
de camarén
w* Vibriosis Penaeus  PL10 En campo e Estanques con fagos: 88%  [61]
sistémica vannamei Formulacion supervivencia, 1.6 FCRy
de fagos, sin rendimiento 4176 kg/ha vs
especificar Estanques con probidticos:
especies 77% supervivencia, 1.8 FCR
y 3678 kg/ha
V. harveyi Vibriosis Penaeus PL 18 En campo e Supervivencia: 86% y [62]
luminiscente  monodon Fagos eliminacién completa de
aislados de patégenos con tratamiento
granjas de fagos vs 40% con
camaronera antibiéticos. Se volvi6 a
S detectar bacterias
patégenas luego de 48
horas de aplicacion del
antibiotico
V. harveyi Vibriosis Penaeus Larvas (no In vitro ¢ Adicion de mitomicina C [63]
luminiscente monodon especifica) Fagos de la estimulé la lisis bacteriana
familia en posibles profagos
Myoviridae presentes en la infeccion.
e Ultracentrifugacion, mejor
método para concentrar y
aislar bacteriéfagos
V. harveyi Vibriosis * Larvas (no In vitro e Todos los bacteriéfagos [64]
luminiscente especifica) 6 fagos presentaron conducta litica
familia contra V. harveyi.
Siphoviridae
y1l
Myoviridae
V. AHPND Penaeus  Juveniles Encampol e <50% mortalidad de [65]
parahaemolyticus vannamei 1,029 fago camarones tratados con el
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fago vs mortalidades
masivas del control

V. Vibriosis Penaeus Postlarvas En campo 1 ¢ 80 y 90% supervivencia con  [66]
parahaemolyticus monodon con 45 fago familia una sola aplicacién y
V. alginolyticus dias de Myoviridae aplicacion continua de 0,1
cultivo mL/dia de fagos por 72
horas vs 31% supervivencia
del control
V. AHPND *x 20g Coctel de e Disminucién de mortalidad [67]
parahaemolyticus fagos anti-
PirA'y PirB
V. Vibriosis Penaeus Juveniles In vitro e Mejor especificidad de [68]
parahaemolyticus  sistémica monodon 5 fagos inhibicion para todas las
V. alginolyticus familia cepas de V.
V. harveyi Myoviridae parahaemolyticus con un
fago
V. harveyi Vibriosis Penaeus * In vitro e Amplia gama de [69]
luminiscente monodon 1 fago hospedadores para infectar
las 7 cepas probadas de V.
harveyi.
¢ Rangos amplios de
temperaturas y pH, Utiles
para aplicarlos en distintos
entornos.
V. vulnificus Vibriosis *x *x In vitro e 70-75% de inhibicion de V. [70]
4 fagos vulnificus
familia
Tectiviridae

FCR: Factor de conversion alimenticia. ** No especifica

3.1.2.2 Método con medio TSB

Para el método de aislamiento, enriquecimiento y purificacién de bacteriéfagos en medio

TSB, se obtuvieron resultados de formacion de placas lisogénicas y liticas. Estas ultimas

fueron retiradas para la segunda purificacion realizada con caldo TSB y cloroformo,

teniendo como resultado la formacion de placas atemperadas. Mientras que, en la tercera

purificacion se obtuvo para algunas muestras de ambos laboratorios de larvas placas

totalmente liticas luego de 12 horas de incubacién (Figura 3.1).

31



Figura 3.1. Placas liticas de muestras de agua de los dos laboratorios de larva
muestreados, obtenidas en la tercera purificacibn mediante el método de
aislamiento, enriquecimiento y purificacién de bacteri6fagos en medio TSB. A)
Placas liticas de muestra de agua del laboratorio O. B) Placas liticas de muestras

de agua del laboratorio B.

3.1.3 Productos comerciales y patentes internacionales para cultivo de camardn

Durante la busqueda bibliografica solo se identific6 3 productos comerciales de
bacteriéfagos para camaron de cultivo, provenientes exclusivamente de la India (Tabla
3.2), y ningun producto comercializado en el Ecuador. Sin embargo, si se encontro varias

patentes con formulaciones con bacteriéfagos (Tabla 3.3).
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Tabla 3.2. Productos comerciales de bacteriéfagos para el control de bacterias patdgenas

en cultivos de camaron.

Producto i ) .
_ Empresa Patégeno Pais Referencia
comercial
- Aristogene o Bangalore,
Vibrioshield o Vibrios sp. ) [71]
Biosciences PVT.LTD India
o Aristogene o _ Bangalore,
Elixir o Vibrio harveyi ) [72]
Biosciences PVT.LTD India
Mangalore Biotech Bacterias luminiscentes Mangalore,
LUMI-NIL MBL ) ] [73]
Laboratory (cepas de V. harveyi) India
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Tabla 3.3. Patentes internacionales de bacteriéfagos aplicados en camarén.

Paises
licenciados
Espafia,
ES2523316T3 Bacteriéfagos como Polonia}t,
agentes selectivos Canada,
Estados Unidos

Cédigo de patente Descripcion Ref.

[74]

Nuevo bacteriéfago
asp-1y uso para
prevencion de
proliferacion de
Aeromonas
salmonicida

KR101329639B1 Corea del Sur [75]

Bacteriéfago y su uso
para prevenir la
proliferacion de

bacterias patégenas

Vibriéfago, método de

preparacion y
CN109207440A aplicacion de China [77]
composicion
bactericida

US9504721B2 Estados Unidos [76]

Una especie de fago
de v.parahaemolyticus,
CN105331587B su método de China [78]
preparacion y
aplicacion.

Tratamiento con
bacterio6fagos para
reducir y prevenir la
US10188121B2 contaminacion Estados Unidos [79]
bacteriana en un
producto alimenticio
carnico
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3.1.4 Entrevistas a autoridades gubernamentales de la industria acuicola

Las autoridades del area acuicola informaron que no existen productos basados en

bacteri6fagos comercializados en Ecuador, pero si es posible obtener respectivos

registros sanitarios, ya que no hay una prohibicién para distribuir ese tipo de agente

antimicrobiano. A continuacion, se detalla los principales resultados del analisis de las

entrevistas.

Para que un nuevo producto antimicrobiano o procedimiento pueda ser aplicado
debe cumplir con dos fases: una fase investigativa-experimental, cuya normativa
la proporciona la Ley Organica para el Desarrollo de Pesca y Acuicultura, y es
canalizada por la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad y el Instituto Nacional de
Pesca. La segunda fase es la de registro del producto por parte de la

Subsecretaria de Calidad e Inocuidad.

Como medida para el control de antibidticos en laboratorios y camaroneras esta
el Plan Nacional de Control [80], a través del cual se hacen verificaciones in situ,
y dentro de estas verificaciones hay un apartado sobre el uso de insumos
acuicolas. Los parametros de minimos y maximos residuales son establecidos por
la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad. Cuando se detecta que la cantidad de
antibidticos esta sobre los maximos residuales, el establecimiento recibe una
sancion, que puede llevar a una “no conformidad” del establecimiento, esto quiere
decir que no puede comercializar su producto. No es muy comun que ocurra esto,
debido a que el camarén es de exportaciéon, por lo que los analisis no solo se
realizan en Ecuador, sino que el pais de destino también los efectia. Cuando hay
un problema con el uso de antibidticos, se canaliza a través de las autoridades
oficiales de origen. Cuando hay una alerta, se comunica al pais (en este caso
Ecuador) y quién recibe la notificacion es la Subsecretaria de Calidad e Inocuidad

y esta toma las acciones correctivas correspondientes.

La Subsecretaria de Acuacultura autoriza a las personas naturales y juridicas para
gue puedan importar insumos para la industria acuicola; mientras que, la
Subsecretaria de Calidad e Inocuidad es la institucion que certifica a través de un

registro, el uso, movilidad y tenencia de todos los productos de uso acuicola.
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Para la obtencion del registro sanitario unificado de insumos y productos
veterinarios de uso pesquero y acuicola elaborados en el pais se debe ingresar al
portal de Ecuapass, Ventanilla Unica Ecuatoriana (VUE), formulario 130-016.
Entre los requisitos mas importantes se tiene que presentar un analisis
bromatolégico, fisico, quimico, organoléptico y microbiolégico del producto
terminado, realizado por un laboratorio acreditado bajo la Norma ISO/EC/17025/
y de ser necesario se haran andlisis de nitrofuranos, cloranfenicol, aflatoxinas
totales, melanina, verde malaquita, leucoverde malaquita y otros. También debe
ser consignado en un protocolo y diagrama de flujo de produccion que corrobore

el cumplimiento de todos los controles y especificaciones del tipo de producto [54].

En el caso de las importaciones, se debe ingresar a través de Ecuapass, VUE,
formulario 130-016, presentar los analisis anteriormente descritos. Ademas,
presentar el dictamen emitido por SENAE de la consulta de clasificaciéon
arancelaria de la mercancia, reglamento al COPCI, Libro V, Art. 89-91. Registro
oficial 452 de 19 de mayo de 2011, para conocer la sub-partida arancelaria de la
mercancia. Se debe presentar la autorizacion del fabricante para registrar y poder
comercializar el producto a nivel nacional con la composicion declarada del

producto [55].

Ademas de estos requisitos se debe cumplir con el Acuerdo 412, donde se exige
tener un Acuerdo Ministerial para desarrollar actividades conexas en el ambito
acuicola, y la presentacion del proceso de fabricacion y flujograma de acuerdo

con lo establecido en el Acuerdo Ministerial 008A-2017.
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3.2. Analisis de factibilidad de la aplicaciéon de fagoterapia

3.2.1 Validacion y ponderacion de los criterios de efectividad y seleccién de

productos antimicrobianos

Los cinco criterios de efectividad y seleccion de productos antimicrobianos validados por
los técnicos que trabajan en la industria de cultivo de larvas de camarén alcanzaron las
siguientes ponderaciones: Eficacia antimicrobiana: 25%, impacto ambiental: 20%,
disponibilidad de productos comerciales: 15%. Capacidad tecnolégica local: 20% v,

costos, comercializacion e interés por usar el producto antimicrobiano: 20%.

Por otro lado, los resultados de las encuestas mostraron que las bacterias patdogenas
gue generalmente afectan a los cultivos larvarios son Vibrios spp. (52%), especialmente
V. parahaemolyticus y V. vulnificus. Al momento estan presentando problemas causados
por una mezcla de Vibrios (52%) y Pseudomonas (21%) (Figura 3.2).

V. parahaemolyticus
6%

Epibiontes
bacterianos 6%

Vibrios 52%

Figura 3.2. Principales enfermedades y bacterias patégenas presentadas en laboratorios

de larvas de camaron.

Las etapas del ciclo larvario que consideran mas criticas para contraer enfermedades
bacterianas son las consideradas “transiciones fuertes” (Figura 3.3). Estas transiciones
son Mysis Ill (15%); Mysis lll a Postlarva (15%), y de Postlarva 1 a 4 (23%). Se

consideran criticas porgque son las etapas donde la larva necesita focalizar su energia en
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realizar los cambios fisiolégicos que necesita, ocasionando que la alimentacion del

animal sea mermada y, por ende, la probabilidad de mortalidad aumente.

P,

Z3-M1
8%

Figura 3.3. Etapa del desarrollo larval mas susceptible a contraer enfermedades bacterianas.

Los principales antimicrobianos son los probiodticos (27%) (Figura 3.4). También se
mencion6é como otras medidas utilizadas a: regulacién de parametros (21%), acidos
organicos (20%), recambio de agua (13%), aceites esenciales (9%), adicién de quimicos
(5%) como hipoclorito de sodio y vitamina C en una menor proporcion. Un 2% de los
productores encuestados menciond utilizar antibiéticos.

Aceites Alimento vivo
esenciales /_ 4%
9%

Antibidticos

2% X

Acidos
organicos
20%

Adicidén de quimicos
5%

Figura 3.4. Medidas fisicas, quimicas y biol6gicas mayormente aplicadas por los productores a

los tanques de larvicultura cuando hay enfermedades bacterianas.



El 94% de los encuestados no ha aplicado un tratamiento con formulacién de
bacteri6fagos en sus cultivos. Sin embargo, el 82% de ellos estarian dispuestos a

probarlos en sus instalaciones.

3.2.2 Valoracion de los indicadores de efectividad y seleccion de productos

antimicrobianos

El analisis comparativo entre productos antimicrobianos dio como resultado que, los
bacteri6fagos alcanzaron un valor de factibilidad de aplicacion del 76%, similar al
obtenido por los probidticos (74%), en contraste con el 29% obtenido por los antibioticos,
gue presentaron claras desventajas como producto antimicrobiano para cultivo de
camarén (Tabla 3.4). Los indicadores de factibilidad con mejor puntuacién para los
bacteriéfagos fueron: baja resistencia bacteriana, abundancia y diversidad en el medio

natural, capacidad para produccién local y costos de elaboracion bajos.

Los productos antimicrobianos evaluados son: BL = bacteri6fagos liticos, A = Antibiéticos
y P = Probidticos. Cada uno de los valores en las tres columnas de productos
antimicrobianos representa el promedio de 4 calificaciones (3 investigadores con
experiencia en desarrollo de probioticos y los autores), que calificaron entre 0, 1, 2 y 3.
Donde, el valor 0 correspondi6 a casos en los que no se cumplié el indicador, mientras
qgue 1, 2 y 3 correspondieron a un desempefio bajo, intermedio y alto del indicador. Las
columnas de valor ponderado corresponden a los valores llevados al valor ponderado de

cada indicador.
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Tabla 3.4. Valoracién de los indicadores de efectividad y seleccion de productos

antimicrobianos.

Criterio de
efectividad y
seleccion

Indicadores
cuantificables

Ponderacion
(%)

Producto
Antimicrobiano

Valer ponderado (%)

BL

A

P

BL

A

P

Eficacia
antimicrobiana

(25%)

Alta plasticidad para
prevenir o tratar un
amplio rango de
patdgenos

0.83

275 125 1.50

0.76

0.35

0.42

Baja resistencia
bacteriana

12.50

3.00

0.75

0.00

12.50

313

0.00

Efecto bactericida sobre
_patdgenos

0.83

250

2.00

0.50

0.69

0.55

0.14

Efecto bacteriostatico
sobre patdgenos

0.83

2.00

3.00

2.00

0.55

0.83

0.55

Reduccidn de
biopeliculas bacterianas

7.50

1.25

0.00

1.75

3.13

0.00

4.38

Efectividad a dosis
bajas

0.25

250

0.00

1.75

0.21

0.00

0.15

Baja frecuencia de
administracion

0.25

2.50

0.25

0.75

0.21

0.02

0.06

Administracién directa
al tanque de cullivo

0.25

3.00

1.75

2.00

0.25

0.15

017

A mayor concentracidn
de patdgeno aumenta la
accion antimicrobiana

1.75

3.00

0.00

1.00

1.75

0.00

0.58

Impacto
ambiental (20%)

Bajo riesgo de generar
bacterias resistentes en
el ambiente

8.00

3.00

0.00

2.50

8.00

0.00

G.67

Inocuidad

3.87

3.00

0.25

2.75

3.87

0.32

3.55

Sin residualidad en
tejidos de especie de
cultive

3.87

3.00

0.25

2.75

3.87

0.32

3.55

Conservacion de la
microbiota de la especie
de cultiva

3.87

3.00

0.25

3.00

387

0.32

3.87

Producto antimicrobiano
natural

0.40

3.00

0.00

3.00

0.40

0.00

0.40

Disponibilidad
de productos
comerciales
(15%)

Productos disponibles
en el mercado

10.50

1.00

1.50

3.00

3.50

5.25

10.50

Facilidad de obtener
registros sanitarios
Iocales

4.50

1.00

3.00

3.00

1.50

4.50

4.50

Capacidad
tecnolégica
local (20%)

Abundancia y
diversidad en medio
natural para oblener
antimicrobianos
especificos

10,00

3.00

0.75

2.50

10,00

2.50

B8.33

Capacidad para
produccion local

10.00

2.00

1.25

2.00

6.67

417

6.67

Costos,
comercializacion
e interés por
usar el producto
(20%)

Costos de elaboracion
bajos para el productor
de larvas

6.67

3.00

2.00

3.00

6.67

4.45

G.67

Aceplacion/linterés de
productores en utilizarlo

6.67

2.00

1.00

3.00

4.45

2.22

6.67

Interés de compafias
para produccion y
comercializacion

6.67

1.25 0,00 3.00

2.78

0.00

6.67

Ponderacion total de indicadores

100

Total de valores

ponderados

40

75.62

20.08

74.48




CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se logroé evaluar la factibilidad técnica y ambiental de la aplicacion de la fagoterapia para
el control de bacterias patégenas en cultivo de larvas de camarén. Este estudio tiene
como finalidad que los protagonistas de la industria camaronera del pais consideren que
se puede trabajar en nuevas alternativas naturales frente a los productos antimicrobianos
convencionales. Para elaborar el estudio de factibilidad, se hizo una revisién bibliografica
acerca de los productos antimicrobianos mas usados, los bacteri6fagos y sus
mecanismos de accion. Se destaca que, los bacteri6fagos son virus altamente
especificos, es decir que no infectan el microbioma circundante mediante la
caracteristica litica. Los bacteriéfagos infectan la bacteria patégena, se replican
provocando la lisis celular y de esta forma liberan nuevos bacteriéfagos. Los estudios
de aplicacion revisados y reunidos en una tabla informativa demuestran porcentajes altos
de supervivencia, tales como 86%, en tratamientos a base de bacteriéfagos, que en su
mayoria pertenecian a la familia Siphoviridae y Myoviridae (Apéndice D). En
comparaciéon a controles como antibioticos y probidticos en desafios in vitro y en campo

teniendo como antagonista comun a bacterias del género Vibrio.

Como segunda fase, se realizé un ensayo para evaluar dos mecanismos de detecciony
aislamiento de bacteriéfagos. El primer método utiliz6 como medio de cultivo agua de
mar artificial y se obtuvo placas lisogénicas, las cuales al estar en una fase quiescente
qgue no lisa la célula objetivo, no son ideales como producto antimicrobiano. A pesar de
gue, presentaron halos turbios alrededor de la infeccion, sinénimo de accién de enzimas
gue degradan las capsulas bacterianas, no es recomendable para la fagoterapia, ya que
algunos estudios los evalian como posibles factores de virulencia. Por el contrario, el
segundo método, donde se usé TSB como medio, y cloroformo para eliminar residuos
bacterianos, presentd placas liticas, ideales para la terapia de bacteriéfagos por su
accion bactericida, donde las bacterias son lisadas y no vuelven a ser viables. Cualidad
gue supera a los probidticos y a algunos antibidéticos que actdan inhibiendo el

crecimiento.
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Uno de los factores importantes en un estudio de factibilidad es conocer la existencia de
productos comerciales y patentes de bacteriofagos. Dentro de esta indagacion se
encontré como principal impulsor y productor de bacteriofagos como antimicrobianos a
la India, con productos como Vibrioshield y Elixir para tratar Vibrios sp. y V. harveyi
respectivamente. Ademas de LUMI-NIL MBL para tratar bacterias luminiscentes (cepas
de V. harveyi). Entre las patentes que se destacan se tiene: US9504721B2, la cual es
originaria de Estados Unidos y patenta un bacteriéfago y su uso para prevenir la
proliferacion de bacterias patdgenas. Por otro lado, CN109207440A es una patente de
China para un vibri6fago, método de preparacion y aplicacibn de composicién
bactericida. Otro ejemplo es la patente CN105331587B de China, la cual respalda una
especie de bacteri6fago de V. parahaemolyticus, su método de preparacion y aplicacion.
Esto demuestra que algunos paises productores de camaron estan haciendo ensayos
para finalmente elaborar productos antimicrobianos con bacteriéfagos, o en su defecto

patentando procedimientos de aplicacion de estos.

Es importante conocer la realidad que enfrentan los productores de larvas del litoral
ecuatoriano cuando ocurren eventos de enfermedades bacterianas. Por lo que se realizé
una encuesta y se obtuvo como resultados mas importantes que la bacteria patégena
gue mas afecta a este sector es de género Vibrio spp. (52%) especialmente por V.
parahaemolyticus y V. vulnificus, ademas de presentar Pseudomonas (21%), sumado a
la particularidad mencionada en algunos casos que presentan una enfermedad no
identificada por la mezcla de ambos patdgenos, la cual estd siendo analizada por
investigadores del area. Asimismo, los productores mencionaron que las etapas larvales
mas susceptibles a enfermedades bacterianas de acuerdo con sus experiencias son de
PL 1 a 4 (23%), debido a que son etapas donde la larva realiza cambios fisiolégicos y
canaliza su energia hacia estos, provocando que la alimentacion sea mermada y de esta
forma aumenta la probabilidad de mortalidad. Como principales medidas para
contrarrestar los efectos de las bacterias patdgenas se tiene: suministro de probibticos
(27%), regulacion de parametros (21%) y uso de acidos organicos (20%). Al consultarle
a los productores si han aplicado fagoterapia en sus cultivos, el 94% afirmé que no. Sin
embargo, luego de explicarles su potencial uso como producto antimicrobiano, el 82%

estaria dispuesto a realizar una experimentacion en sus cultivos. Esto ultimo remarca
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gue los productores locales estan interesados en alternativas naturales de productos

antimicrobianos.

La evaluacion de factibilidad para utilizar bacteri6fagos como producto antimicrobiano
para controlar bacterias patégenas se llevé a cabo junto a la valoracion de antibiéticos
como producto tradicional, y probiéticos como producto mayormente utilizado en la
actualidad. Los criterios considerados para evaluar la factibilidad fueron: eficacia
antimicrobiana (25%), impacto ambiental (20%), disponibilidad de productos comerciales
(15%), capacidad tecnoldgica local (20%) y costos, comercializacion e interés por usar
el producto (20%). Las ponderaciones de los criterios se obtuvieron con la informacién

de las encuestas realizadas.

El analisis comparativo entre productos antimicrobianos dio como resultado que, los
bacteriéfagos alcanzaron un valor de factibilidad de aplicacién del 76%, similar al
obtenido por los probidéticos (74%), en contraste con el 29% obtenido por los antibiéticos,
gue presentaron claras desventajas como producto antimicrobiano para cultivo de
camaron. Los indicadores de factibilidad con mejor puntuacién para los bacteriéfagos
fueron: baja resistencia bacteriana, abundancia y diversidad en el medio natural,
capacidad para produccion local y costos de elaboracién bajos. A esto se debe adicionar,
el comportamiento muy especifico de los bacteriéfagos para infectar un solo tipo de
bacteria, descartando problemas de eliminacion de la microbiota del animal. Pero a su
vez, si se requiere tratar eventos que impliquen la participacion de mas de una cepa o
especies bacterianas patégenas, se puede elaborar mezclas o también llamados coctel
de bacteriofagos. La efectividad a dosis bajas y el tipo de administracion del producto
son indicadores muy discutidos, pues en contraste con los antibiéticos que, si se los usa
a dosis minimas y con una administracion directa, son mas propensos a crear
multirresistencia bacteriana. Los bacteriofagos son aplicados de manera directa al
tanque de cultivo sin afectar al medio, ya que es un producto natural, y son efectivos a
dosis bajas por la capacidad de replicarse a igual proporcién que los patégenos en el
medio. Estas cualidades se asimilan a los probioticos, pero con desventajas, puesto que
su crecimiento tiene una tendencia exponencial mas lenta que la de las bacterias
patdogenas, ademas su efecto competitivo y de inhibicibn dependen mucho de la

regulacion de los parametros y los recambios de agua. Si la administracién de los
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probidticos no es continua, también ocasiona desequilibrio en el medio y sin efectos

positivos.

Otro de los criterios evaluados fue la disponibilidad de productos comerciales, donde
primo tanto el stock de productos locales como internacionales. Aunque en el pais no
existen productos comerciales de bacteriéfagos para camarén de cultivo, la existencia
de patentes y productos antimicrobianos con formulacion de bacteriéfagos en otros
paises, indica una importante potencialidad. Es por esto que fue importante conocer el
proceso de registro sanitario de productos de importacion y las autoridades que regulan
el ingreso de estos productos, en este caso, la Subsecretaria de Acuacultura y

Subsecretaria de Calidad e Inocuidad.

En cuanto a la capacidad tecnolégica local para elaborar un producto antimicrobiano, las
empresas del medio local cuentan con infraestructura para desarrollar productos
antimicrobianos, y mediante la fase experimental, se pudo comprobar de que se puede
aislar bacteriofagos con elementos que normalmente cuentan los laboratorios de
microbiologia locales. Sin embargo, para el almacenamiento de suspensiones de
bacteriéfagos o aislamientos bacterianos se necesitan equipos mas tecnificados. Por
esta razon, el indicador relacionado tuvo una calificacion media. Pese a ello, como existe
el interés de los productores a probar nuevas alternativas, esto puede llamar la atencion
de empresas en financiar las investigaciones locales hacia los bacteriéfagos y en un

futuro su comercializacion.

Todo productor de larvas de camardon desea optimizar costos, y a su vez mantener un
buen rendimiento y una produccion rapida. De los estudios hechos en India se determina
gue las producciones tratadas con bacteriofagos podrian incrementar los ingresos brutos
en un 25% aproximadamente, debido a mejoras en cuanto al indice de supervivencia,
FCR y kilogramos producidos por hectarea. Por lo que puede servir de referencia para

desarrollar tratamientos con bacteri6fagos en los laboratorios locales.
Finalmente, se considera que la aplicacién de la fagoterapia es posible para controlar
bacterias patdgenas en cultivos de larvas de camardn en Ecuador, tomando como puntos

claves: los buenos resultados de las experimentaciones a nivel mundial, compafias en
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el mundo que se encuentran desarrollando productos antimicrobianos con esta
formulacion, la facilidad de su aislamiento demostrada en la fase experimental y el interés
de los productores por disponer de una alternativa natural, reflejandose en el porcentaje

de factibilidad alto obtenido al finalizar el andlisis.

4.2. Recomendaciones

El resultado de la factibilidad de aplicar bacteri6fagos como control para bacterias
patdgenas en larvas de camardn en este estudio es del 76%. No obstante, esto es solo
un valor referencial obtenido luego de la revision bibliografica, experimentacion y
encuestas. Por lo tanto, se recomienda profundizar en todos los ambitos que pueden

impulsar al uso de esta nueva alternativa natural, para lo cual se sugiere realizar:

¢ Investigaciones in vitro calculando la multiplicidad de infeccion (MOI) para
conocer el niumero de bacteriéfagos que infectan por bacteria e identificar

asi los bacteriéfagos mas efectivos.

e Caracterizacion de bacteriéfagos de muestras de agua de laboratorios de
larvas de camaron locales con microscopia electrénica de barrido (MEB)

para definir su taxonomia.

e Estudios in vivo y en campo con larvas de camardn infectadas con el
patdgeno bacteriano de mayor prevalencia en el momento teniendo como
tratamiento a los bacteri6fagos y medidas de control fisicoquimicas y

biolégicas comunes.

e Proyectos de evaluacion econémica usando bacteriéfagos para comprobar

una posible optimizacién de costos y rendimiento.

e Apertura de las autoridades regulatorias en especificar los requerimientos
técnicos para la obtencion del registro sanitario de productos
antimicrobianos con formulacion de bacteriéfagos importados, tal como ya

lo especifica para el caso de los probidticos.
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APENDICES

APENDICE A

Laboratorio B Laboratorio O
B11 B12 011 012
B21 B22 021 022
B31 B32 031 032
B41 B42 041 042
Canal de Salida 1 C11 C12
Canal de Salida 2 c21 C22

Codificacion de muestras de acuerdo con la metodologia empleada



APENDICE B

Entrevista dirigida a Autoridades Gubernamentales de la Industria Acuicola

Factibilidad de la aplicacion de la fagoterapia para el control de bacterias patogenas en

el cultivo de larvas de camardn en Ecuador

Nombre:

Cargo:

Institucién a la que pertenece:

10.

¢, Cual es el ente regulatorio encargado de administrar el uso de sustancias
guimicas como antibidticos y antimicrobianos para fines veterinarios?
En la actualidad, ¢ Cudl es la posicion del Ecuador respecto al uso de antibi6ticos
en el 4rea acuicola?

e Restringidos en algunos casos

o Permitido en todos los casos

e Con permisos especiales

e Otros
¢ Qué metodologia de aplicaciéon (uso tépico u oral) es permitida y efectivaen la
camaronicultura?
¢, Cudles son los antibiéticos vetados y aceptados para el &rea acuicola? ¢Limites
permitidos de residuales en los alimentos?
¢Los antibidticos aceptados son importados o se los elabora en el mismo pais?
¢ Qué medidas se toman para el control de antibi6ticos en laboratorios y
camaroneras?
¢ Conoce laterapia de fagos como biocontrol para bacterias patégenas?
¢ Existen productos comerciales basados en bacteriéfagos que sean
comercializados para el control de bacterias patdégenas?
¢ Si es asi, cual es el estado de bacteri6fagos en su uso dentro del Ecuador?
Si no hay un uso permitido actualmente, ¢Cémo seria el proceso de legalizacién

de esta alternativa natural (bacteri6éfagos) a los antibiéticos?



APENDICE C

Encuesta para el estudio de factibilidad de la aplicaciéon de la fagoterapia para

controlar bacterias patdégenas en cultivos de larvas de camarén

Encuesta dirigida a técnicos de laboratorios de larvas. Esta encuesta tiene como objetivo conocer los
principales problemas bacterianos, métodos de control y el conocimiento de la terapia de fagos.

*La informacion proporcionada es andnima y confidencial

1. Cargo en laempresa:
2. ¢Cudles son las principales enfermedades bacterianas o bacterias patdgenas que
se han presentado en su cultivo de larvas?
o V. parahaemolyticus
o Sindrome de Zoea Il
Epibiontes bacterianos
Vibrios

Pseudomonas

o o d

o Oftros:

3. ¢Cudles son los signos clinicos comunes con los que identifica dichas
enfermedades?

4. ¢;Cualeslaetapade larviculturague usted consideramas criticaen laque el cultivo
es propenso a contraer enfermedades bacterianas?

o Zoeal

Zoea ll

Zoeal lll

Transicion de Zoea lll a Mysis |

Mysis |

Mysis I

Mysis llI

Transicion de Mysis Il a Postlarva

Postlarva 1 — 4

o o o o o o o o o

Otros:

5. ¢Qué medidas fisicas, quimicas y/o biolégicas aplican en los tanques de
larvicultura cuando se presentan estas enfermedades?
o Recambios de aguaZoea |l

o Regulacién de pardmetros (temperatura, pH, oxigeno disuelto y salinidad)



Adicion de quimicos
Acidos orgéanicos

Probi6ticos

o o o g

Antibiéticos

Aceites esenciales
Bacteri6fagos (fagos)
Alimento vivo

Alimento balanceado

o o o 0O O

Otros:

6. ¢Sabia usted que existen virus que atacan y degradan bacterias de manera natural
lamados bacteri6fagos?
o Si

o No

7. ¢Usted ha aplicado algun tratamiento de bacteri6fagos en sus instalaciones?
o Si

o No

8. ¢Usted estaria dispuesto a probar en sus instalaciones algun tratamiento
formulado con bacteriéfagos?
o Si

o No

Los principales criterios para un producto antibacteriano son: eficacia antimicrobiana,
impacto ambiental, disponibilidad de productos comerciales, capacidad tecnolédgicalocal,
costos, potencialidad de produccién de nuevos productos.

9. Pondere segun su criterio al momento de comprar un producto como bactericida:

0= Ninguna importancia 5= M&s importante



Criterio

Eficacia antimicrobiana (producto antimicrobiano que destruye o inhibe el patégeno de manera eficaz)

Impacto ambiental (producto antimicrobiano con bajo o nulo impacto ambiental)

Disponibilidad de productos comerciales (tipo de antimicrobiano con gran variedad de productos

comerciales)

Capacidad tecnoldgica local (facilidad de producir localmente el producto antimicrobiano, de tal forma que

esté disefiado para los patdgenos locales

Costos (produccion econdémica y de gran interés en el mercado)

Otro:




APEN

DICE D

Famil ias de bacter i6éfagos

ADN bicatenario. Sin envoltura

ADN bicatenario

Con envoltura

’ Myoviridae

’ Siphoviridae

Rudiviridae

Fuselloviridae

Tectiviridae

Plasmawviridae

= \_

Lipothrixviridae
& Corticoviridae
Podowviridae
ADN monocatenario .A - -
Monocatenario Bicatenario
Inoviridae I
Microviridae Leviviridae Cystoviridae

Familias de bacteriofagos [11]
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