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Resumen

El inapropiado y excesivo uso de antibidticos ha aumentado la diseminacion de los
mecanismos de resistencia a antibidticos en bacterias patdgenas. La produccion avicola
industrial es participe en la aparicion de cepas resistentes a antibioticos de especies de
Campylobacter spp y otras bacterias como consecuencia los consumidores resultan
afectados con infecciones de bacterias multidrogorresistentes y extremadamente
resistentes (MDR y XDR respectivamente). Los estudios de aislamiento y caracterizacion
de bacteriofagos de Campylobacter refieren control sobre patdgeno. El objetivo de esta
investigacion es estudiar bacteriofagos liticos en cuanto a su potencial uso como

biocontroladores de cepas de Campylobacter resistente a antibioticos.

Se establecio el perfil de resistencia antimicrobiana de cepas de Campylobacter aisladas
de heces de aves de corral y de vida libre, generando datos actuales sobre la resistencia de
este patdgeno. Existe una considerable cantidad de cepas resistentes a antibioticos de las
cuales el 34,5% (19/55) son MDR, 41,8% (23/55) son XDR, el 87,3% (48/55) de las cepas
son resistentes a fluoroquiniolonas clasificandolas como cepas de prioridad elevada de

investigacion para la OMS.

Se aislaron 5 bacteriéfagos con actividad litica de cepas de Campylobacter a partir de
muestras de heces de aves de corral y de vida libre, lodo de granjas y aguas superficiales,
posteriormente se determind la capacidad litica de 4 bacteri6fagos aislados para su uso
como potenciales biocontroladores. Los 4 bacteriéfagos aislados redujeron
significativamente el crecimiento de Campylobacter, dado que se hall6 que reducen la
carga bacteriana en ensayos in-vitro, lo que los convierte en potenciales biocontroladores

de este patogeno.

Palabras clave: Bacteri6fagos, resistencia antimicrobiana, Campylobacter, biocontrol.
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Abstract

The inappropriate and excessive use of antibiotics has increased the dissemination of
antibiotic resistance mechanisms in pathogenic bacteria. Industrial poultry production is
involved in the emergence of antibiotic resistant strains of Campylobacter spp. and other
bacteria as a consequence consumers are affected with infections of multidrug resistant
and extremely resistant bacteria (MDR and XDR respectively). Isolation and
characterization studies of Campylobacter bacteriophages report control over pathogens.
The objective of this research is to study lytic bacteriophages in terms of their potential

use as biocontrollers of antibiotic resistant Campylobacter strains.

The antimicrobial resistance profile of Campylobacter strains isolated from poultry and
free-living feces was established, generating current data on the resistance of this
pathogen. There is a considerable number of antibiotic resistant strains of which 34.5%
(19/55) are MDR, 41.8% (23/55) are XDR, 87.3% (48/55) of the strains are resistant to
fluoroquinolones classifying them as strains of high research priority for WHO.

Five bacteriophages with lytic activity of Campylobacter strains were isolated from
poultry and free-living fecal samples, farm sludge and surface water, then the lytic
capacity of 4 isolated bacteriophages was determined for their use as potential bio-
controllers. The 4 isolated bacteriophages significantly reduced the growth of
Campylobacter, since they were found to reduce the bacterial load in in-vitro assays,
which makes them potential biocontrollers of this pathogen.

Key words: Bacteriophages, antimicrobial resistance, Campylobacter, biocontrol.
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l. Planteamiento del problema
Ante la creciente resistencia a los antibioticos desarrollada por las bacterias, la medicina
actual se esta quedando sin la posibilidad de utilizar estos medicamentos debido al uso
indiscriminado de los mismos desde la década de los 40. La resistencia a antibioticos no
es un fendmeno nuevo, constituye uno de los procesos evolutivos de los microrganismos
desde hace millones de afios. Sin embargo, en las Ultimas décadas, debido al alto namero
de bacterias que han generado resistencia a antibioticos comerciales, este fenémeno ha
sido considerado prioritario para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que estima
que para el afio 2050, las infecciones bacterianas multidrogorresistentes (MDR) vy
extremadamente resistentes (XDR) seran una de las causas principales de muerte en el

mundo

A partir del siglo XX, practicamente desde la produccién industrial de antibidticos, se ha
administrado los mismos a pacientes con infecciones, pero también se los ha empleado en
la industria agropecuaria directamente a los animales productores de alimentos, tanto en
el tratamiento como en el control y prevencion de enfermedades infecciosas

. En este sentido, la administracion de antibidticos en la industria avicola (ya
sea en alimentos 0 mediante inyecciones) con la finalidad de la
produccion rapida de pollos de engorde, incide en la diseminacién de bacterias resistentes
en el medio ambiente con afectacién directa a la salud humana y animal. No obstante,
actualmente en varios paises se esta prohibiendo el uso de antibidticos para compensar
carencias del bienestar animal, fomentar su crecimiento y rendimiento o con fines

profilacticos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) causan 550 millones de casos de
infecciones anuales, entre ellos 220 millones de nifios menores de 5 afios segun la pagina
web oficial de la OMS?. La campilobacteriosis es una de las ETAs responsable principal

y mas frecuente de gastroenteritis en el mundo , siendo la zoonosis

1 https://www.who.int/es/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-
are-urgently-needed



https://www.who.int/es/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
https://www.who.int/es/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed

de origen alimentario més notificada en la Unién Europea (UE) en 2020
. Se estima que por cada caso reportado de campilobacteriosis, 30 casos

no han sido informados

Debido a la tendencia creciente de resistencia de Campylobacter jejuni contra multiples
antibidticos en las ultimas décadas, la OMS ha catalogado dentro de la categoria de
prioridad elevada a cepas de esta especie resistentes a fluoroquinolonas, formando parte

de la “Lista OMS de patdgenos prioritarios para la [+D de nuevos antibidticos”.

Aunque la OMS recomienda fuertemente a los sistemas de salud de cada pais, establecer
sistemas de vigilancia epidemioldgica respecto a Campylobacter y otros agentes causales
de ETAs, no se han adoptado estos sistemas de forma apropiada o son inexistentes en
algunos casos en el hemisferio sur. En Latinoamérica son pocos los paises que han
avanzado en este sentido, tal es el caso de Brasil, Chile, Argentina, Ecuador y Uruguay.
No obstante, en esta region se ha generado informacién cientifica relevante,
principalmente relacionada a la descripcion de perfiles de resistencia antimicrobiana, asi

como también la descripcién de diversidad genética en muestras ambientales.

En Bolivia existe el Sistema de Vigilancia Epidemiolédgica (SNIS-VE) y el Programa
Nacional de Enfermedades Transmitidas por Alimentos, este Gltimo a través del Instituto
Nacional de Laboratorios en Salud de Bolivia (INLASA) en los informes de la Red de
Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos (RELOAA), presenta informacion muy
béasica de reporte de algunas bacterias transmitidas por agua y alimentos, también informa
de la resistencia antimicrobiana en muestras de alimentos procesados y no procesados de
algunas enterobacterias (Escherichia coli, coliformes termotolerantes, Salmonella spp,
Pseudomonas aeuroginosa y Staphylococcus aureus). Sin embargo hasta la fecha,
Campylobacter no esta dentro de los reportes 2 en los boletines RELOAA, por lo que datos
de prevalencia, diversidad genética, resistencia antimicrobiana fenotipica y de genes de

resistencia son desconocidos.

2 pagina web del INLASA donde se encuentran los reportes de los boletines RELOOA
https://www.inlasa.gob.bo/boletines-reloaa/
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A nivel mundial las implicaciones del problema de la resistencia antimicrobiana
demandan estudiar alternativas que posibiliten controlar la proliferacién de
microorganismos patdgenos; entre estas se encuentran estrategias de control biologico
tales como el uso de probidticos, péptidos antimicrobianos, bacteriocinas, bacteriofagos y

sus derivados.

Desde 1920 las primeras investigaciones sobre los bacteriéfagos mostraban que éstos
podian ser utilizados contra bacterias patdgenas al ser humano, sin embargo, el auge de
los antibioticos solapd el estudio de los bacteriéfagos porque la produccién y aplicacion
de éstos era inviable frente a la facilidad de produccion y aplicacién de los farmacos. Con
el nimero decreciente de antibidticos funcionales, los bacteriéfagos son una solucién
potencial para evitar el uso de antibidticos en la industria, al aplicarse como herramientas
alternativas de control bioldgico para prevenir infecciones transmitidas por los alimentos

e incluso para el tratamiento mediante fagoterapias.

A. Justificacion
Ante los constantes cambios en el planeta que arriesgan la estabilidad de la vida humana
y ambiental, la Organizacién de Naciones Unidas (ONU) plante6 los Obijetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) que tienen entre sus metas proteger el planeta y mejorar la
vida de las personas en todo el mundo. El avance de actividades de base biotecnoldgica,
como el desarrollo de ciencia bésica y aplicada con bacteriéfagos puede aportar al logro
del ODS N° 2 (acabar con el hambre, a través de la produccion sostenible de alimentos),
ODS NF° 9 (industria e innovacién), ODS N° 12 (produccién y consumo responsable), al
ODS N° 11 (ciudades y comunidades sostenibles) como también engloba el tratamiento
de aguas de consumo humano y aguas superficiales; por lo tanto, ofrece alternativas para

sostener también el ODS N° 6 (agua limpia y saneamiento para todos).

Teniendo en cuenta la vision global actual de “OneHealth”, que es un enfoque concebido
para disefiar e implementar programas, politicas, leyes e investigaciones en los que
maultiples sectores se comunican y colaboran para lograr mejores resultados en salud

humana, animal, la agricultura y el medio ambiente. Las areas de trabajo donde el enfoque



“OneHealth” es particularmente necesario son: seguridad alimentaria, control de las

zoonosis y la lucha contra la resistencia a los antibioticos.

Tanto las consideraciones de los ODS como las de One health han sido contempladas en
el marco del subprograma Biorefineria y Biotecnologia Agroindustrial propuesto en la
Nota Conceptual UMSA-Asdi 2021-2025 y que también es acorde al Plan Nacional de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Bolivia, enfatizando la necesidad de obtener
productos de mayor valor agregado a partir de los residuos, asi como la generacion de
bioinsumos, bioenergia y nuevas tecnologias que permitan una gestion agropecuaria
sustentable y brinden herramientas para la proteccién del medio ambiente; de igual manera
la aplicacion de nuevas estrategias de control bidlogico de patdgenos relacionados a
alimentos mediante la aplicacion de bacteri6fagos y/o sus derivados. En este sentido, la
presente investigacion forma parte el subprograma UMSA-Asdi 2021-2025 “Control
bioldgico con el uso de bacteriofagos de los principales patégenos bacterianos
transmitidos a través de alimentos cuyo objetivo es controlar cepas de Escherichia coli,
Sallmonella spp. y Campylobacter spp resistentes a antibidticos aisladas de granjas

avicolas, aves de vida libre y aguas superficiales.

Las bacterias patdgenas trasmitidas por alimentos han cobrado relevancia debido a
fenémenos de multidrogorresistencia. Las especies de Campylobacter son de facil
transmision entre aves y son uno de los principales agentes infecciosos humanos que
producen cuadros diarreicos. Debido a que no existen datos epidemioldgicos
sistematizados de infecciones por Campylobacter en Bolivia, no se conoce el perfil de
resistencia antimicrobiana de cepas circulantes de este patégeno. Esta falencia, determina
la necesidad de generar datos de al menos el perfil fenotipico de sensibilidad y resistencia
de cepas de Campylobacter, pero a partir de los reservorios como aves de corral y de vida

libre.

Trabajar para lograr la inocuidad de los alimentos es una tarea importante para el sector
productor y comercializador del pais ya que asegura la disponibilidad de alimentos

inocuos para la poblacion y ademas nos permite cumplir con los estandares exigentes del



comercio internacional, favoreciendo asi el desarrollo de la exportacion. Con la vision
global de la inocuidad de los alimentos, el control de patogenos en toda la cadena
alimentaria, la aplicacion de bacteriéfagos o sus derivados directamente en la
agroindustria y alimentos debe ser considerada en nuestro pais como un aporte innovador

que pone a Bolivia a la altura de otras naciones desarrolladas que han aceptado su uso.

Los bacteriofagos son dtiles en el control de bacterias patdgenas resistentes antibioticos,
los estudios de aislamiento y caracterizacién de su capacidad litica frente a bacterias
patdgenas sirven para encontrar a fagos candidatos como potenciales controladores. Este
trabajo se centrd en la determinacion del perfil de resistencia de cepas de Campylobacter
aisladas a partir de heces de pollos de granjas avicolas y de aves de vida libre, luego en el
aislamiento de los bacteriéfagos de Campylobacter para evaluar su capacidad litica. Es
necesario determinar para cada bacteriéfago la especificidad frente al patdgeno, su
estabilidad en distintas condiciones y si disminuyen significativamente la poblacion de
bacterias tras su aplicacion, por lo que este estudio planted la siguiente pregunta: ¢tienen
los bacteriofagos liticos aislados para Campylobacter spp. potencial para el control

bioldgico de cepas resistentes a antibioticos presentes en granjas avicolas?
B. Objetivos

Objetivo general
Estudiar bacteriéfagos liticos en cuanto a su potencial uso como biocontroladores de cepas

de Campylobacter resistente a antibioticos.

Obijetivos especificos

1. Establecer el perfil de resistencia antimicrobiana de cepas de Campylobacter
aisladas de heces de aves de corral y de vida libre.

2. Aislar bacteriofagos con actividad litica de cepas de Campylobacter a partir de
muestras de heces de aves de corral y de vida libre, lodo de granjas y aguas
superficiales.

3. Determinar la capacidad litica de los bacteri6fagos aislados para su uso como

potenciales biocontroladores.



1. Disefo tedrico
A. Marco referencial

1. Antecedentes generales sobre el problema en estudio.

El inapropiado y excesivo uso de antibioticos ha aumentado la diseminacion de los
mecanismos de resistencia en bacterias patogenas, lo que explica la situacion actual de los
medicamentos usados en el tratamiento de las infecciones La industria
avicola se ha convertido en un perfecto “caldo de cultivo” para el desarrollo de bacterias
resistentes a multiples antibioticos, pues la dieta de los animales los incluye para evitar su
mortalidad e incluso como promotores de crecimiento. Como consecuencia los
consumidores resultan afectados con infecciones de bacterias MDR

La produccion avicola ha tenido que afrontar los problemas del aumento alarmante de la
resistencia bacteriana como el creciente numero de informes sobre la resistencia de

Campylobacter a las fluoroguinolonas, tetraciclina, eritromicina y gentamicina

El INLASA realiza controles microbiolégicos en alimentos en los Boletines RELOAA,
sin encontrarse reportes de Campylobacter por lo que no existe una base de datos
referencial local, sino estudios de tesis realizados en la UMSA de los cuales solo el estudio
de es reciente y solo presenta datos descriptivos de la presencia de
Campylobacter spp en carnes, pero no profundiza en el estudio del perfil de resistencia.
Otros estudios sobre este patdgeno se llevaron a cabo en la ciudad de La Paz, como el de

que presenta el perfil de resistencia de Campylobacter spp en muestras
clinicas (heces de pacientes con diarrea) y el estudio de que realizé la
determinacion de Campylobacter spp en muestras de heces de aves de vida libre de la
Plaza Murillo, sin embargo, los dos ultimos estudios son muy desactualizados, pero son
la referencia de partida que proveen la Unica informacion existente de este patdgeno a
nivel nacional, siendo estudios de tesis que no corresponden a un sistema de vigilancia de

Campylobacter



A nivel mundial la tendencia al uso de alternativas terapéuticas para tratar las infecciones
por bacterias MDR ha dado lugar a la aplicacion de cocteles® de bacteriéfagos,
aprovechando la capacidad de estos virus de ser altamente especificos

La mayoria de los productos a base de fagos estan dirigidos contra los
principales patdgenos del grupo ESKAPE y bacterias transmitidas por alimentos, como:
Salmonella spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni y Clostridium perfringens. Los estudios de aislamiento y

caracterizacion de bacteriofagos de Campylobacter refieren control sobre patégeno

Actualmente el estudio de los bacteriofagos de
Campylobacter, como el de otros fagos, sigue en constante avance, debido a que se
requiere tener mas informacién sobre la dindmica de control de poblaciones,
fagoresistencia, diversidad microbiana y las limitaciones de los mismos bacteri6fagos;
desde hace més de 10 afios se han realizado avances sobre la aplicacion de bacteriéfagos

de Campylobacter en matrices alimenticias y en granjas de pollos

estos estudios generaron informacién sobre la cual se

evidencio la capacidad de biocontrol de los fagos de Campylobacter.

B. Marco tedrico

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son una de las principales causas de
hospitalizacion a nivel mundial y tanto las bacterias MDR como las XDR son una de las
principales causas de muerte en todo el mundo . La campilobacteriosis
es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas frecuentemente reportadas en
humanos

Campylobacter es un bacilo gramnegativo curvado, microaerofilo, citocromo oxidasa
positivo que exhibe motilidad en espiral y se transporta en el intestino de muchos animales

salvajes y domésticos, en particular especies aviares, incluidas las aves de corral,

3 Mezclas de bacteridfagos con el fin de ampliar el rango de bacterias a ser infectadas y posteriormente
eliminadas.



Campylobacter se encuentran también presentes en aves de vida libre*, por ejemplo, las
palomas y las gaviotas , la prevalencia de Campylobacter en pollos de
engorde es generalmente alta y la transmision de la bacteria de ave a ave ocurre
rapidamente® No existe una vacuna disponible contra C. jejuni

debido a la diversidad serolégica del patdgeno y la corta vida Gtil de los pollos de engorde

Campylobacter generalmente se trasmite a humanos a través de alimentos contaminados
(como carne de pollo) y es responsable de la mayoria de los casos de diarrea (de etiologia
bacteriana) tanto en paises desarrollados y en via de desarrollo

, también se sabe que los casos de sindrome de Guillan Barré® (GBS)
estan asociados con las infecciones por Campylobacter’ y puede causar artritis reactiva y
enfermedades de inflamacion dsea ). Los nifios menores de 5 afios y

los adultos jovenes son los hospederos humanos mas comunes de Campylobacter jejuni

La OMS indica que es necesario realizar sistematicamente la vigilancia epidemioldgica
de Campylobacter , dado que este patégeno ha ido adquiriendo varios genes
de resistencia, y actualmente las cepas de Campylobacter jejuni resistentes al
fluoroquinolonas encuentran dentro de la categoria de microrganismos de prioridad
ELEVADA de estudio (WHO, 2017), mas aln, existen varios estudios que muestran un

perfil de resistencia elevado para multiples antibi6ticos

4 Estos animales, si bien no tienen una alimentacion como la de los pollos de engorde, entran en contacto
con los desperdicios de alimentos, mismos que potencialmente tienen una carga de microorganismos,
incrementando el riesgo de diseminacion de bacterias patdgenas resistentes.

® La alta variabilidad del gen codificante para la flagelina, es un factor clave que le propociona faciliad de
colonizar nuevos nichos

¢ Sidrome de GB Afeccién en la que el sistema inmunoldgico ataca los nervios, los sintomas comienzan
como debilidad y hormigueo en los pies y las piernas que se extienden a la parte superior del cuerpo.
También se puede producir paralisis.

" Debido a la gran diversidad de Campylobacter, los mecanismos patogénicos que provocan sintomas
clinicos aln no estan bien definidos



que reportan cepas de Campylobacter XDR.

Actualmente se emplean varias estrategias para prevenir infecciones por Campylobacter
y otros patdgenos en la industria pecuaria, entre estas se encuentran el uso de antibiéticos,
desifectantes y detergentes (estrategias quimicas) y desinfeccion de ambientes con luz UV
(estrategia fisica) . En la actualidad el uso de bacteriéfagos es una
estrategia empleada en el biocontrol de patdgenos bacterianos, como en las fagoterapias®,
que se ha convertido en un esperanzador método biolégico para el manejo de las
infecciones resistentes a los antibidticos , los
fagos pueden usarse también de manera profilactica en la cadena de produccién de

alimentos para reducir la carga bacteriana patdgena

1. Resistencia de Campylobacter a antibidticos
Las bacterias adquieren resistencia a los antibidticos a través de dos vias principales: la
mutacion cromosomica y la adquisicion de elementos genéticos mdviles como los
plasmidos por transferencia horizontal de genes . Los plasmidos son
moléculas circulares de ADN que se replican independientemente del cromosoma y
pueden transferirse horizontalmente® entre bacterias por conjugacion. La transferencia
horizontal de genes en la microbiota intestinal ocurre por diferentes mecanismos de los

cuales la transduccién y la conjugacion son los principales

Algunas bacterias son insensibles de forma innata a ciertos antibioticos, ahora se sabe que
la resistencia natural existia antes del uso de antibiéticos comerciales, dado que por el
fenomeno de control de poblaciones muchas bacterias fueron eliminadas, pero

eventualmente algunas de estas se fueron adaptando generando resistencia natural a

8 La terapia con fagos es todavia un enfoque terapéutico en estudio, un mayor desarrollo de las
fagoterapias requiere la caracterizacion bioldgica de los bacteriéfagos, como el estudio de su especificidad
de hospedero, la diversidad del genoma y la adaptacion a sus huéspedes bacterianos

® El nimero de diferentes genes de resistencia adquirida por patégenos humanos es muy bajo en
comparacion con la gran variabilidad de genes de resistencia presentes en los ecosistemas



ciertos antibidticos; al conjunto de genes responsables de esta resistencia intrinseca se le
ha denominado "resistoma intrinseco", que representa al menos un 3% de un genoma
bacteriano, codificando diferentes enzimas y proteinas estructurales que regulan los
procesos basicos de la fisiologia bacteriana por lo tanto encargados del metabolismo

primario

El fendmeno de la resistencia a los antibidticos se define como la capacidad de
supervivencia de un microorganismo y/o su proliferacion ante la actividad potencial de un
agente antibiotico Se clasifica a las bacterias como
susceptibles con buenas posibilidades de tratar una infeccion y resistentes con pobres

posibilidad de tratar la infeccion

a. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos adquiridos

por Campylobacter
El género Campylobacter ha ido adquiriendo relevancia en el ambito clinico e industrial®
debido al aumento del nimero de antibidticos a los que es resistente, en particular a las
fluoroquinolonas!! y tetraciclinas que son los antibidticos recetados en el tratamiento de

este patdgeno

Al ser Campylobacter una bacteria gram-negativa, su membrana externa actia como una
barrera natural para los antibidticos

. Sin embargo, el género Campylobacter ha ido adquiriendo mecanismos
de resistencia a maltiples antimicrobianos (Tabla 1), entre estos destacan las bombas de
eflujo, que son proteinas que eyectan los antibidticos fuera de la bacteria y tienden a
proporcionar resistencia a varios tipos de antibidticos debido a que no reconocen
especificamente una molécula, sino varias

, las bombas de eflujo que se encuentran en plasmidos que pueden diseminares

10 El costo econdmico es alto debido a la pérdida de productividad ya que las aves de corral, son los
principales reservorios de Campylobacter.

11 Los signos de infeccién por C. jejuni son clinicamente indistinguibles de los causados por otros patdgenos
bacterianos, y tales enfermedades generalmente se tratan con fluoroquinolonas (Thomas et al., 2020).
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requieren especial atencion dado que se consideran como el mayor mecanismo de

resistencia antimicrobiana . Una bomba clinicamente

relevante es CmeR , los datos de indican que
esta bomba a Campylobacter le atribuye resistencia a varios antibioticos.
Tabla 1. Principales mecanismos y genes de Resistencia identificados en
Campylobacter
Gen Mecanismo Resistencia Referencia
Fluoroquinolonas,
eritromicina, p-
Operon Bomba de eflujo, lactamicos, rifampicina,
cmeR CmeABC tetraciclina, desoxicolato,
cloranfenicol y
gentamicina
Metilacion del Macrélidos, eritromicina
ermB . ) ..
ribosoma y azitromicina
Mutacion de diana
gyrA (DNA Girasa; Fluoroquinolonas
C257T)
Inactivacion del -
tet(O) antibictico Tetraciclina
Mutacion de la diana . .
23S (Gen 23S: A2075G) Eritromicina
aphA-3 InacUya_qqn del Kanamicina
antibiotico
aphA-7 InacUya_qqn del Kanamicina
antibiotico
ant(6)/aadE InacUya_qqn del Estreptomicina
antibiotico
Inactivacion del Estreptomicina 'y
ant(3)/aadA antibidtico Espectinomicina
Inactivacién del ..
sat-4 antibistico Estreptomicina
Inactivacion del Estreptomicina 'y
ant(9)/aad9 antibidtico espectinomicina
aph-2 Inactlya_qlqn del Gentamicina
antibioético
Aac Tanslocacion Kanamicina




El gen ermB (erythromycin ribosome methylase) esta presente en bacterias del género
Campylobacter y brinda resistencia antimicrobiana por medio de la codificacion de la
metilasa ribosomal para la subunidad 23S, el mecanismo genético emergente mas

importante de resistencia a macrolidos

En las bacterias Gram negativas, ADN girasa (enzyma gyr), una topoisomerasa de tipo Il,
es el objetivo principal de los antibidticos del tipo quinolonas. Una vez dentro de las
células bacterianas, las fluoroquinolonas forman un complejo estable con las enzimas
objetivo y atrapan las enzimas en el ADN, lo que provoca rupturas de doble cadena en el
ADN Yy la muerte bacteriana . Esta enzima consta de dos subunidades
(subunidades A y B) que se combinan en un complejo para formar una enzima funcional.
Las dos subunidades estan codificadas por gyrA y gyrB, respectivamente. En
Campylobacter, la resistencia a las flouroquinolonas estd mediada por mutaciones
puntuales en la region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR). Las cepas que
tienen los genes gyr junto con la funcion de la bomba de eflujo de maultiples farmacos

CmeABC son cepas altamente relevantes para la salud humana

El gen tet(O) es el responsable de la resistencia a la tetraciclina en Campylobacter , se ha
informado con mayor frecuencia en plasmidos que también suelen albergar determinantes
de resistencia a la kanamicina . Sin embargo,
también hay evidencia de que tet(O) esta alojado en el cromosoma debido a que un estudio
canadiense he determinado que un 33 % de aislamientos de C. jejuni resistentes a la

tetraciclina carecian de plasmidos

En C. jejuni y C. coli, la resistencia a los macrélidos esta mediada cromosémicamente y
se asocia con una reduccion en la afinidad de union de los macrolidos a la subunidad
ribosomal 23S. La secuenciacion de la region codificante de peptidil transferasa de los
genes 23S rRNA de Campylobacter spp. resistente a la eritromicina, permitio la

identificacion de mutaciones puntuales en los mismos sitios que en H. pylori, que
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probablemente son responsables de la resistencia. Campylobacter spp. resistente a la
romicina, permitio la identificacion de mutaciones puntuales en los mismos sitios que en
H. pylori, que probablemente son responsables de la resistencia. en el que un residuo de

adenina se reemplaza por un residuo de guanina

La forma méas comun de resistencia a kanamicina y a los antibidticos estructuralmente
relacionados implica la sintesis de 3-aminoglucosido fosfotransferasas. Tenover y
colaboradores reportaron la presencia de un nuevo gen de resistencia a kanamicina
conocido como gen aphA-7 en un aislado de C. jejuni y
posteriormente, se caracterizd a aphA-7 como fosfotransferasa para kanamicina y se

determind que se encuentra en dos pequefios plasmidos

b. La vigilancia epidemiol6gica de Campylobacter
La vigilancia epidemioldgica de patdgenos transmitidos por alimentos es importante para
prevenir los casos de diarrea y reducir el nivel de contaminacion al que pueden estar
expuestos los consumidores, al mismo tiempo de educar a estos ultimos para limitar el
riesgo de infeccion . Si bien, existen
metodologias normalizadas como la ISO 10272 para la deteccion y enumeracion de
Campylobacter en alimentos ), el aislamiento de Campylobacter y
el analisis del perfil de sensibilidad a antibiGticos, es un reto al tratarse de un

microoganismo fastidioso

Multiples estudios a nivel mundial, informan tasas de contaminacion de alimentos con C.
jejuni que oscilan entre el 20 % y el 80 %, determnando un incrementos de los casos de
intoxicacion alimentaria asociada a éste patégeno

Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), Campylobacter continla
siendo el patdgeno bacteriano gastrointestinal humano mas cominmente informado en la

Union Europea , Sin embargo, son pocos los estudios
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disponibles en América Latina sobre la prevalencia de Campylobacter

En Bolivia existen contados estudios sobre Campylobacter y su resistencia antibiotica. El
2009 se determind el perfil de resistencia antibiética de Campylobacter spp. de tres
hospitales y un laboratorio (Hospital Municipal Boliviano Holandés, Hospital Arco Iris,
Clinica AMID y SELADIS), entre los datos mas importantes de este estudio se demostro
que un 77,2% de las cepas de Campylobacter spp. tenia resistencia a Clindamicina seguida
de la Ciprofloxacina con 70,4%. Se evidenci6 que Campylobacter spp. no mostro
resistencia a cuatro antibidticos: Nitrofurantoina, Gentamicina, Cloranfenicol y
Amoxicilina /Clavulanico . Otro estudio de la Facultad de Medicina de
la Univerisidad Mayor de San Andrés, determind la presencia de Campylobacter spp. en
heces de palomas y gallinas , sin embargo, este estudio no
presenta datos de resistencia, pero establece la presencia de Campylobacter spp. tanto en

aves de vida libre como de corral en la ciudad de La Paz.

Dado que el andlisis de la presencia de Campylobacter es lento debido a la biologia de
este microrganismo (lento crecimiento) un enfoque de vigilancia molecular se ha utilizado
como un método alternativo para determinar la presencia de especies de Campylobacter

, asi como de otros patdgenos transmitidos por
alimentos de interés para la salud publica. Quino y colaboradores realizaron en Per( una
deteccion de marcadores moleculares de virulencia y resistencia a los antimicrobianos
para Campylobacter, también aplicaron el analisis Whole Genome Sequencing (WGS)*?
0 secuenciacién de genoma completo para determinar la diversidad genética, factores de
virulencia y determinantes de resistencia antimicrobiana de poblaciones de C. jejuni y C.

coli

12 a secuenciacion del genoma completo es el proceso de determinar la totalidad, o casi la totalidad, de la
secuencia de ADN del genoma de un organismo.
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Con el anélisis de secuenciacion de genoma completo WGS el grupo de Quino
determinaron los genes cadF, racR, flaA y dnaJ que estan asociados con la adherencia,
colonizacidn y termotolerancia de esta bacteria, también los genes ciaB y pldA que tienen
un papel en la invasion y supervivencia dentro del huésped, o el factor de virulencia de
distension citotelial (CDT) que conduce a la apoptosis de las células inmunitarias y
epiteliales del intestino Este enfoque de deteccion
y analisis brinda informacion mas profunda sobre genes de resistencia y virulencia de las

cepas locales de Campylobacter spp

2. Control bioldgico de Campylobacter spp. mediante bacteriofagos
En 1913, Frederick Twort describié un agente que lisaba cepas de E. coli. Cuatro afios
después, en 1917, Félix d’Herelle confirmd la presencia de un virus contra el bacilo de la
disenteria, al que denomind bacteri6fago. Ambos estudios fueron independientes y
demostraron que existian entidades microscopicas que lisaban a bacterias.Hoy en dia, es
por demas conocida la existencia de los bacteri6fagos (fagos) como entes bioldgicos

abundantes y diversos en la biosfera

Una alternativa actual y en constante desarrollo, en el esfuerzo de eliminar las bacterias
grampositivas y gramnegativas resistentes a los antibiéticos, es el uso de bacteri6fagos
que atacan especificamente a un determinado género, especie 0

subespecie de bacterias, controlando la poblacién de estas ultimas.

Los bacteriofagos al igual que otros virus constan de una cubierta Ilamada capside que
contiene a su material genético sea ADN o ARN. No obstante , algunos fagos poseen
otras estructuras, como es el caso del fago T4 que tiene una cabeza que comprende tanto
la capside como el material genético, un cuello o tallo compuesto por varias estructuras
proteicas que ayudan a unirse a la bacteria blanco y también colaboran en la insercion del

material genetico dentro de la bacteria

De acuerdo al tipo de ciclo de vida, los fagos se clasifican en liticos (obligatoriamente

antagonicos) y lisogénicos a veces también llamados temperados o profagos, estos en
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muchos casos puede conferir una ventaja de adaptacion a nuevos nichos o ante agentes
estrasantes ; la diferencia bésica radica en el comportamiento del
virion dentro de la célula hospedadora
. Mientras los virus liticos se replican y destruyen las bacterias'®, los temperados
unen su genoma al cromosoma bacteriano, donde se instalan y replican a medida que lo
hace la célula, garantizando de una forma distinta su supervivencia
. Estos fagos temperados suelen generar nuevas particulas virales
cuando existe un factor extrinseco que provoca su replicacion, por ejemplo, radiacion UV,

calor, entre otros factores

Los bacteriéfagos pueden controlar las poblaciones bacterianas a través de la lisis,
impulsar la evolucién de los sistemas de inmunidad bacteriana a través de la infeccion,
proporcionar un conducto para la transferencia horizontal de genes y alterar el
metabolismo del huésped mediante el transporte de genes metabolicos auxiliares

Laaplicacion de los bacteriéfagos en los alimentos a abierto un abanico de investigaciones
sobre su efectividad; un punto a favor es que son inofensivos para los humanos y los
animales y estan omnipresentes en el medio ambiente y, han sido reconocidos como
agentes antimicrobianos prometedores para ayudar a controlar patdégenos bacterianos
especificos en la produccion de alimentos Una de las
tendencias actuales de uso de bacteriofagos es su aplicacion en la comida de los animales

de granja y en los alimentos (figura 1).

13 En los ensayos dentro del laboratorio, las muestras bacterianas deben de estar en fase de crecimiento
exponencial, puesto que en ese estado la maquinaria de replicacion, transcripcion y traduccion estan
activas.
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Aplicacién en las granjas : Aplicacion en los Aplicacién en casos de
- productos de consumo hospitalizacién por
dairio infecciones MDR y XDR

MEDIDA DE BIOCONTROL MEDIDA DE BIOCONTROL FAGOTERAPIAS

EVENTIVA PREVENTIVA
Created in BioRender.com bio

Figura 1. Aplicacion de los bacteridfagos en distintos sitios de la produccion de alimentos y en casos de
riesgo extremo como durante infecciones por bacterias MRD, XDR y PDR (fuente: elaboracén propia).

Para ser considerados excelentes candidatos como agentes de biocontrol en los alimentos,
los fagos deben ser estrictamente liticos y posiblemente tener una amplia gama de
huéspedes . La formulacion de fagos, conocida
como cdctel (mezcla de mas de dos fagos que presentan actividad litica frente a un mismo
hospedero), debe lograr una alta reduccién de la carga bacteriana y minimizar los efectos
secundarios como ser la resistencia a bacteriéfagos. Sin embargo, la virulencia de los
fagos disminuye a medida que aumenta el rango de dianas bacterianas por lo que es
importante conocer las interacciones especificas entre fagos y bacterias para desarrollar

aplicaciones exitosas de fagos

Los productos disponibles que contienen bacteriofagos aprobados para su uso en
aplicaciones de seguridad alimentaria han ido en constante aumento; la mayoria de las
investigaciones al respecto se basan en la caracterizacion de los bacteri6fagos bajo
condiciones variables de temperatura y pH, rango de hospedero y determinaciones de sus
efectos sobre la carga bacteriana, ensayos con lo que se asegura la estabilidad de un fago

en enfrentamiento a bacterias en una matriz compleja como los alimentos
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Uno de los primeros estudios de control bioldgico in situ de Campylobacter mediante el
uso de bacteridfagos fue el realizado por Kittler y colaboradores, quienes aplicaron un
coctel de fagos en el agua de consumo de aves de corral, disminuyendo de manera
eficiente los recuentos de Campylobacter en pollos de engorde . Este
estudio determino precedentes de la posibilidad de utilizar cocteles de bacteri6fagos como
una herramienta efectiva en el control bioldgico de patégenos alimentarios. Debido a
algunas peculiaridades de los fagos de Campylobacter que dificultan su aislamiento y
particularmente su analisis molecular, durante mucho tiempo el progreso en este campo

de investigacion fue bastante lento

a. Grupos de bacteriéfagos de Campylobacter

Existen tres grupos de bacteriéfagos de Campylobacter clasificados segun el tamarfio de
su genoma: grupo | ~320 kb, grupo Il ~184 kb y grupo 111 ~138 kb

. Se han publicado varios estudios en los que se aplicaron con éxito
fagos del grupo I1 o del grupo I11; estos dos grupos de fagos son diferentes en cuanto a sus
rangos de hospederos y receptores de células huésped

Los fagos del grupo Il y del grupo I1I tienen un tamafio de explosion bajo, un contenido
de GC muy bajo de 26 a 27% y una insensibilidad a la escisién por muchas endonucleasas
de restriccion En cocteles, los fagos del grupo Il y Il serian méas
eficaces en disminuir el niamero de bacterias resistentes a antibidticos

El rango restringido de hospederos de los fagos de Campylobacter hasta ahora
permite apuntar especificamente a especies. La combinacion de fagos previene el
desarrollo de fago-resistencia que puede ocurrir como resultado de su aplicacion, bacterias

resistentes a los fagos muestran una capacidad de colonizacion reducida
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b. Retos y perspectivas del control bioldgico de Campylobacter en

alimentos

Las aplicaciones basadas en fagos contra Campylobacter jejuni podrian potencialmente
usarse de manera similar a aquellas contra Salmonella spp. y Listeria spp.; sin embargo,
hasta la fecha solo se han aprobado muy pocos productos de fagos de Campylobacter

. Dado que los fagos de Campylobacter son depredadores naturales
que potencialmente podrian controlar a C. jejuni, se tienen reportes sobre la aplicacion de

fagos de Campylobacter con fines terapéuticos

En comparacién con la mayoria de los otros fagos liticos, los fagos de Campylobacter
exhiben algunas caracteristicas que dificultan su aplicacion como ser:
la cantidad de fagos que se genera por bacteria infectada (tamafio de explosion), el periodo

de incubacién y la misma fago resistencia.

Con la finalidad de disminuir la carga bacteriana de Campylobacter, usualmente se utiliza
los detergentes y agentes desinfectantes y métodos fisicos de control

Davis y sus colegas demostraron experimentalmente que Campylobacter

sobrevive bien, tanto en la piel como en la carne de pollo a temperaturas refrigeradas

Por lo que la reduccion del patégeno a bajas temperaturas solo

puede lograrse mediante la aplicacion en superficies inertes y bioldgicas de fagos en un

nimero muy elevado*

i. Mecanismos de defensa de Campylobacter frente a bacteri6fagos

A la fecha se han identificado distintos mecanismos de resistencia a los fagos en C. jejuni:

a) Modificacion del receptor que previene la adsorcion de fagos.

14 La dosis infecciosa de Campylobacter es de 10* células bacterianas
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Las estructuras de polisacaridos capsulares (capsular polysaccharides CPS) de fase
variable!® pueden modular la infectividad de los fagos de C. jejuni; la variacion de fase
crea una poblacion altamente dinamica y es esencial para la adaptacion al nicho, en
particular para las bacterias asociadas al hospedero . Los cambios en
estas estructuras surgen también en respuesta a la exposicion constante a los fagos en el
intestino del pollo, lo que da como resultado una coevolucion continua y dindmica entre
el fago y el huésped . Debido a que esas estructuras superficiales
también funcionan como receptores para los bacteriéfagos, la variacion de fase también
puede afectar la infeccion y es considerada un mecanismo importante de resistencia a los

fagos
b) Diversidad de las cepas de C. jejuni

La extrema diversidad de cepas de C. jejuni es una de las causas del desarrollo de
resistencia. Mediante el uso del analisis MLST?® para caracterizar los aislamientos de C.
jejuni en cuanto a la secuenciacion de los genes que codifican a los receptores para
bacteriéfagos y comparando con las caracterisitcas de susceptibilidad a los fagos que
presentan estas cepas de C. jejuni, se ha determinado que pese a contar con los mismos
genes esta susceptibilidad es distinta, debido a mutaciones en estos genes

. Se han reportado también diferentes variantes genéticas de Campylobacter en
diferentes parvadas de aves de vida libre lo que a la larga lleva a
la diseminacion de cepas de Campylobacter con modificaciones en sus receptores

insensibilizandolas a la infeccidn por fagos.
c) Resistencia debida a mutaciones espontéaneas

Se sabe que los aislados de Campylobacter resistentes a los fagos pueden surgir debido a

la inversion cromosomica de los genes que codifican las proteinas receptoras de fagos,

15 La variacion de fase es un mecanismo comdn para crear heterogeneidad fenotipica de estructuras
superficiales en bacterias importantes para la adaptacion al nicho

16 |_a tipificacion multilocus de secuencias es una técnica genética para la caracterizacion taxondmica de
bacterias y microorganismos

20



silenciando su expresion y que ademds estas cepas resistentes muestran una menor
capacidad para colonizar aves La incapacidad
colonizante se debe a que los receptores de fagos ubicados a nivel flagelar en
Campylocater, también estan involucrados en los mecanismos de colonizaciona de esta
bacteria. De hecho, las subpoblaciones de C. jejuni susceptibles a los fagos pueden superar
a las poblaciones resistentes a los fagos debido al aumento de la motilidad in vitro

d) Degradacion intracelular del ADN del bacteri6fago

Al ingresar el ADN foraneo a la célula bacteriana, se activan los sistemas RM
(restriction/metilase) que constan principalmente de tres tipos de subunidades:
subunidades de endonucleasa de restriccion que facilitan la escision del ADN,
subunidades de especificidad para la deteccion de motivos de secuencia de ADN
especificos, y subunidades de ADN metilasa . De esta manera, las
subunidades de ADN metilasa modifican al material genético del hospedero (ADN
metilado). Simultaneamente, las subunidades de reconocimiento de ADN fordneo se
anclan al material genético del fago que es fragmentado por las subunidades de

endonucleasas.
e) Sistema CRISPR-Cas en Campylobacter

Esto da como resultado una infeccion abortiva y conduce a la muerte de las células
infectadas, disminuyendo la propagacion de los fagos. Por lo tanto, los sistemas CRISPR-
Cas tipo | pueden servir como herramienta para reducir la infeccion por fagos y proteger

de la infeccion a determinadas poblaciones bacterianas

ii. Especificidad y eficacia de los bacteriéfagos de Campylobacter
Durante el aislamiento de un bacteriéfago el hospedero empleado en los ensayos
determina su especificidad, definiendo el rango de hospederos que los fagos van a tener
, por ello en algunos estudios se empela directamente una cepa

problematica antes que alguna de referencia para logar tener una
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mayor eficacia (capacidad del bacteriéfago de eliminar a la bacteria o de reducirla en

varios ordenes) durante sus aplicaciones.

Campylobacter jejuni NCTC12662 (PT14) se usaa menudo para el aislamiento de nuevos
fagos y para los subsecuentes ensayos de caracterizacion y aplicacion, debido a que esta
cepa es susceptible a multiples fagos . Por lo general las placas de lisis
producidas por fagos de Campylobacter son tipicamente pequefias (~1 mm de diametro)
y ligeramente turbias. Luego, los fagos individuales deben recuperarse mediante tres
aislamientos consecutivos de una sola placa ,
siendo este protocolo el estandar de aislamiento de fagos de Campylobacter. Una
desventaja que surge al usar una sola cepa de Campylobacter para el aislamiento de nuevos
fagos, como es el caso de Campylobacter jejuni NCTC12662, es que limita la
especificidad de los fagos aislados, incidiendo en el rango de hospederos susceptibles.

La mayoria de los fagos del grupo 111 usan receptores de polisacaridos capsulares (CPS),
mientras que los fagos del grupo 11 se dirigen principalmente a los receptores flagelares

las subpoblaciones muy diversas de C. jejuni,
asi como los procedimientos de aislamiento y enriquecimiento de fagos, influyen en la
especificidad y eficacia de los fagos de Campylobacter La
aplicacion sucesiva de fagos del grupo 111y del grupo 1l reduce el nimero de C. jejuni en

pollos de manera més eficiente

Los fagos del grupo 11y del grupo 111 difieren en cuanto a la especificidad de hospedero,
ademas, la cinética de la infeccion puede ser diferente. Por esa razon, los cocteles de fagos
deben contener miembros de ambos grupos para apuntar a C. jejuni y C. coli, optimizar la

estrategia de aplicacion y prevenir la resistencia a los fagos
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c. Derivados de bacteriéfagos como herramientas de biocontrol

Si bien los bacteriéfagos son herramientas prometedoras en el control de poblaciones
bacterianas, ya sean de relevancia clinica o agropecuaria’, se debe tener en claro que la
mayoria de estos estan en fase de estudio y se debe de tener bastante evidencia sobre su
efectividad al elegirlos para aplicarlos, de hecho la expansion de las aplicaciones de fagos
se ha visto obstaculizada en parte por los recientes fracasos de la terapia con fagos en los
ensayos clinicos, la terapia con fagos, como el rapido desarrollo de resistencia y el largo
y complicado camino hacia la aprobacién como medicamento, son de menor preocupacion
en aplicaciones industriales y ambientales , pero no deben ser
pasados por alto, al igual que otras tecnologias emergentes, el biocontrol basado en fagos
para aplicaciones no tradicionales deben de considerarse cuidadosamente para mitigar
posibles fallas y consecuencias no deseadas.

Ante este panorama se pueden aprovechar los mecanismos de lisis y reconocimiento de la
bacteria hospedera que tienen los fagos. Sobre la lisis destacan las endolisinas

, enzimas que lisan
la pared bacteriana, lo que provoca que la bacteria explote debido la diferencia de presion
osmotica entre el citoplasma y el medio externo En el caso del
reconocimiento se usan las proteinas de unién a los receptores que emplean los
bacteriéfagos para anclarse a la bacteria, con un enfoque dedicado al diagnéstico, donde
se usan en el desarrollo de pruebas similares a las que emplean anticuerpos; en varios

estudios estas pruebas han demostrado ser incluso mas especificas en las determinaciones.

La exploracion reciente de la resistencia antimicrobiana, la seguridad alimentaria, la
inmunogenicidad debida a la aplicacion de los bacteriéfagos y la sinergia de las

endolisinas con los antibidticos ha hecho avanzar ain mas la investigacion con estas

17 Se tiene productos de fagos prometedores o probados actualmente en el mercado para agricolas por la
EPA103 como por ejemplo XylPhi-PD, fago se demostré que reduce la abundancia de el agente etiolégico
de la enfermedad de Pierce en las uvas (Xylella fastidiosa), actualmente se administra de forma profilactica
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ultimas . También se tiene evidencia de que las endolisinas

muestran una actividad prometedora contra la formacion de biopeliculas.

Laactividad litica de las endolisinas se clasifica en diferentes tipos: (a) acetilmuramidasas,
(b) transglicosilasas, (c) glucosaminidasas, (d) amidasas y (e) endopeptidasas. El
conocimiento de que los lisados de fagos contienen actividad enzimatica que podria causar
in vitro la lisis de las bacterias fue documentada inicialmente por Frederick W. Twort
durante su descubrimiento de los bacteri6fagos Twort definié més tarde
un "virus transmisible" (bacteriéfagos) que solo actlia sobre bacterias vivas, mientras que
una "lisina bacteriana™ no transmisible secretada por el virus actuaria sobre bacterias

muertas

La estructura de las endolisinas es un factor determinado por su origen. Sin embargo, la
mayoria de las endolisinas para bacterias Gram-positivas tienen una configuracion
modular, mientras que las endolisinas que actian sobre las bacterias Gram-negativas
tienen una configuracion globular simple ). Las endolisinas
modulares a menudo se caracterizan por la presencia de uno o dos dominios
enzimaticamente activos (EAD) N-terminales (multidominio) unidos por una regién

conectora corta y flexible a un dominio de unién a la pared celular (CBD) C-terminal

Multiples experimentos in vivo han demostrado que las endolisinas son efectivas contra
una variedad de bacterias Gram-positivas . Las endolisinas de fago
a menudo muestran una fuerte actividad antibacteriana contra las bacterias Gram-
positivas, pero una actividad comprometida contra las bacterias Gram-negativas debido a
la presencia de una membrana externa protectora, sin embargo, en los Ultimos afios, los
enfoques de ingenieria molecular han aumentado la aplicabilidad de las endolisinas para

combatir patégenos Gram-negativos

Una limitacion de las endolisinas es la corta vida media in vivo, debido a la produccién

de la respuesta inflamatoria de las citoquinas y los anticuerpos neutralizantes contra ella,
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pues provoca una respuesta inmunitaria cuando se utiliza de forma sistemética, por lo que
debido a la respuesta inmunitaria pierde su actividad litica enzimatica in vivo
. Se necesitan mas ensayos para comprender la naturaleza

inmunogénica de las endolisinas

A. Marco conceptual

Bacteridfago, fago: virus que infectan exclusivamente a las bacterias.

Concentracion bactericida minima (CBM): minima concentracion de un antibiético que,
en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9%

de una poblacién bacteriana.

Concentracion inhibitoria minima (CIM): concentracion mas baja (en pg/ml) de un

antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa bacteriana.

Impedimento estérico: propiedad de la estructura espacial de una molécula que impide o

retarda la reaccion con otra molécula debido al espacio que utiliza.
Lisis: deterioro de una célula debido a una lesién en su membrana plasmatica.

Litico: capacidad de causar lisis por medios quimicos o fisicos (como ondas sonoras de

alta energia) o una infeccion por virus como un bacteriofagos.

Lisogénico: capacidad de los virus atenuados o profagos, de no destruir las células que
infectan y su genoma pasa a incorporarse al ADN de la célula hospedadora o célula

lisogénica.

Multiplicidad de infeccion (MOI): relacion entre el nimero de particulas de virus vy el

namero de células diana presentes en un espacio definido.

Multidrogorresistencia: capacidad de un microorganismo de ser resistente a varios

antimicrobianos o tipos de antimicrobianos distintos.

Resistencia: capacidad de los microorganismos de no responder al tratamiento con los

antibidticos creados para eliminarlos o inhibir su crecimiento.
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Resistoma: conjunto de genes que se encargan de generar resistencia a los antibioticos.

Unidad formadora de colonia (UFC): una unidad de medida que se emplea para la
cuantificacion de microorganismos, es decir, para contabilizar el nimero de bacterias o

celulas fungicas viables en una muestra liquida o sélida.

Unidad formadora de placa (UFP): medida utilizada en virologia para describir el nimero

de particulas de virus capaces de formar placas en un ensayo.

I11.  Formulacidn de la hipétesis de investigacion
Hipdtesis nula (Ho)
Los bacteriofagos aislados para Campylobacter spp. tienen el potencial para el control

bioldgico de cepas resistentes a antibioticos.

Hipétesis alterna (Hi)
Ninguno de los bacteri6fagos aislados para Campylobacter spp. tienen el potencial para

el control bioldgico de cepas resistentes a antibiéticos.
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V.

Tabla 2. Operacionalizaciéon de las variables en estudio

Operacionalizacion de las variables en estudio

Objetivos especificos Variables

Deficinion
conce ptual

Deficinion

- Indicadores
operacional

Dimensiones

Tipo de
variable

Aislar bacteri6fagos con
actividad litica de cepas de

Campylobacter a partir Cantidad de
de muestras de heces de bacteriéfagos
aves de corral y de vida liticos.

libre, lodo de granjas y
aguas superficiales

Numero de
bacteriéfagos
que tienen el
potencial litico

como

biocontroladores

Se evaluara
cuales de los
bacteriéfagos

tiene las
caracteristicas
de tamafio de los
halos de lisis y
claridad de las
UFP.

Unidades
formadoras de
placas (UFP).

Zonas de lisis en
la placa Petri

Cuantitativa
continua

Proceso de

Se realizara la UFC/mlenel

Crecimiento multiplicacion de curva del crecim Cantidad medio de cultivo, Cuantitativa
bacteriano en multiples iento bacteriano UFC/ml medida en DO a continua
presencia de particulas virales entre el tiempo Asan,
io i i i . . Cuantitativa
bacteriéfagos en el mteno_r de transcurrldo _tras Tiempo Minutos )
la_bacteria su_inoculacién continua
Se calculara el
4area bajo la
Determinar el potencial litico de < curva del
L B Area que se L
los bacteriéfagos aislados B crecimiento
encuentra bajo B
la curva de bacteriano entre
Area bajo la o el tiempo - Area (DO a Cuantitativa
curva crecimiento transcurrido tras Area A6 /Tiempo) continua
bacteriano en . s oonm
. la inoculaciéon de
presencia de oo
. distintos
bacteri6fagos S
bacteriéfagos a
distintas
concentraciones.
Unidades
s lculara el formadoras de
Bacterias del € (,:a culara e Numero de colonias de color -
. namero de . . Cuantitativa
género unidades bacterias de rojo en discrete
Cantidad de Campylobacter Campylobacter CHROMagar
. formadoras de
bacterias de presentes en las . Campylobacter
colonia de
Campylobacter muestras de ®
N Campylobacter
en las muestras heces, tierra, Gramos o

lodo y aguas
superficiales.

or gramo o .
por g mililitros de

Cuantitativa
continua

mililitro de Cantidad de
muestra usada
muestra muestra usada —
Diluciones
realizadas

Cuantitativa
discreta

Establecer el perfil de resistencia
antimicrobiana de cepas de
Campylobacter aisladas de heces
de aves de corral y de vida libre.

Especies del
género
Campylobacter

Clasificacion por nte la morfologia
tinciéon de Gram. de las bacterias

Se confirmara
microscopicame Bacilo Gram
negativo con
forma de S o

alas de gaviota

Color de las
bacterias con la

. tincién gram
del género 9

Campylobacter

Cualitativa
nominal

Identificacion
del género

Campylobacter

Positivo: Color
morado en tiras
de prueba de

Positivo en la oxidasa

Cualitativa
nominal

prueba de
oxidasa

Negativo: sin
desarrollo de
color morado en

Confirmacion
del género de la
muestra
bacteriana a

Cualitativa

través de sus
caracteristicas

tiras de prueba nominal
de oxidasa

Gama hemolisis Cualitativa

en agar sangre nominal

Crecimiento y
desarrollo bajo
condiciones
especificas de

metabdlicas Crecimiento en
agar BHI en

condiciones

Cualitativa
nominal

Resistencia de
Campylobacter
a antibiéticos

Determinacion

del perfil de

resistencia a los

antibidticos

Campylobacter art.sofnlas —
Crecimiento a Cualitativa
42°C nominal
Diametro del
Tamafio del halo halo de Cuantitativa

inhibiciéon en
milimetros

Se realizara un de inhibicion

antibiograma

continua

para cada uno Sensible,

de los aislados - . i i
Clasificacion del |nte.rmed|o y
de . resistente de

halo seguin su
Campylobacter diametro acuerdo a la
guia M45 de la
CLSI

Cualitativa
ordinal
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A. Poblacion en estudio
Bacteriofagos liticos aislados de muestras de heces y agua de las granjas de pollos de

traspatio (comercio minorista).

Bacterias del género Campylobacter resistentes a antibidticos, aisladas de muestras de
heces y agua de las granjas de pollos de traspatio (comercio minorista) y heces de aves de

vida libre.

B. Descripcién del ambito de estudio
Esta investigacion se desarrolla en el &ambito de las ciencias bioldgicas, dentro de las areas

de microbiologia, biotecnologia y biologia molecular. El desarrollo de la investigacion se
realiz6 en los laboratorios de Biotecnologia Microbiana y Bioquimica Molecular del
Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (IIFB), Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas (FCFB), Universidad Mayor de San Andrés (UMSA).

Las muestras de heces se recolectaron de 2 lugares: de granjas criollas (heces de pollos) y
de la Plaza Murillo (heces de aves de vida libre). Las muestras de aguas superficiales
(aguas superficiales y aguas de excretas municipales) se recolectaron del Rio La Paz de la
ciudad de La Paz.

C. Tipo de investigacion
El presente trabajo se considera como una investigacion aplicada, de alcance

observacional y de caracter transversal.

Tabla 3. Tipo de investigacion de acuerdo a diversos criterios

De acuerdo a:

Disefio o alcance Descriptiva observacional
Propdsito Aplicada
Tiempo de investigacion Transversal
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D. Materiales, métodos, técnicas y procedimiento a ser empleados

La figura 2 explica el proceso en general que se ha seguido durante el proceso del

aislamiento de bacteriofagos como cepas de Campylobacter, por fines explicativos los

detalles protocolares de esta mitologia se explican en los siguientes apartados.

CHROMAgar
co

}

Caldo BHI

Agar sangre 5%

Caldo BHI

Diluciones
10 y10°
2 8 B
s 8 8
e
Criopreservacion
BHI glierina 30%
- mm A

a-80°C

Tinciénde  Prueba de Prueba de
Gram catalasa + oxidasa +

o

Antibiograma
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de pollos y aves de de 10% p/v \
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Figura 2. Esquema metodoldgico empelado en el aislamiento de Campylobacter, bacteriéfagos de
Campylobacter y la determinacién del perfil de sensibilidad y resistencia (fuente: elaboracon propia).

1. Asilamiento de bacterias del género Campylobacter

El material para el estudio consiste en cepas de Campylobacter spp. heces de pollos de

granjas criollas, heces de aves de vida libre y aguas superficiales, bajo el siguiente

protocolo.

1. El material sélido y semisélido fue diluido en solucién fisioldgica a una

concentracion de 10 % (p/v).

4,10°%, 108,

Diluir en NaCl 0,9 % (p/v) hasta alcanzar de dilucion en los 6rdenes de 1072, 10°
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Filtrar 1000 pL de estas diluciones sobre membranas de nitrocelulosa con poros
de 0,22 pm.

Colocar las membranas sobre placas de Petri de 50 mm x 50 mm con
CHROMagar Campylobacter ®.

Incubar en atmosfera microaerofilica durante 48 horas a 42°C; para la generacion
de la atmosfera andxica usar una vela.

Realizar el recuento de las colonias rojas.

Repicar con una aguja bacterioldgica e inocular en caldo BHI.

Incubar en atmosfera microaerofilica durante 48 horas a 42°C; para la generacion
de la atmosfera usar una vela.

Tomar muestra del vial del paso 8 con un asa bacterioldgica y realizar un cultivo
por estria sobre placas de Petri con CHROMagar Campylobacter ® (con 0,3 %
(p/v) de agar adicional).

Replicar a las colonias axénicas, en caldo BHI.

Incubar en atmasfera microaerofilica durante 48 horas a 42°C; para la generacion
de la atmosfera usar una vela.

Tomar muestra del vial del paso 11 con un asa bacterioldgica y realizar un cultivo
por estria sobre placas de Petri con Agar sangre (con 5 % (v/v) de sangre).
Incubar en atmosfera microaerofilica durante 48 horas a 42°C; para la generacion
de la atmosfera usar una vela.

Resuspender los aislados bacterianos del paso 13 en 1 mL de solucién de MgSOa
[10 mM]

Tomar 375 pL y mezclar en tubos de criopreservacion que tengan previamente
1125 pL de solucion BHI:glicerol (2:1, v:v) para tener una contraccion final de
glicerol de 25% (v/v).

Congelar en pasos graduales de 4°C, -20°C y -80°C, con cambios de temperatura

en periodos de 1 hora.
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1.1.Determinacion del perfil de sensibilidad y resistencia antimicrobiana de cepas de

Campylobacter

El perfil de sensibilidad antimicrobiana de Campylobacter spp se evalud frente a nueve
antibidticos diferentes:  Ampicilina, Ampicilina/Acido  clavulanico, Cefepime,
Sulfametoxazol/Trimetroprima, ~ Ciprofloxacina, Acido nalidixico, Eritromicina,
Tetraciclina y Cloranfenicol; bajo la técnica de Kirby Bauer, se siguieron las
recomendaciones de la guia CLSI-M45%8 para Campylobacter, teniendo como controles a
E. coli ATCC 25922 y a S. aureus ATCC 25923. Se deja en incubacion toda la noche una
muestra bacteriana en agar sangre (5% v/v de sangre ovina) en condiciones
microaerofilicas y a 42 °C, se suspenden las colonias en 2mL de 0,9% de NaCl hasta una
escala de 0,5 estandares de McFarland, se siembra con ayuda de un hisopo esteéril sobre la
superficie de un Mueller Hinton Agar (MHA) enriquecido con sangre ovina al 5% (v/v)
para obtener un crecimiento en césped o por siembra masiva de bacterias en la superficie
de agar. Se colocan discos antimicrobianos espaciados sobre la superficie de la placa de
MHA. Las placas se incuban en condiciones microaerofilas a 42 °C durante 24 horas. Tras
la incubacion el diametro de la zona de inhibicién fue registrado usando un vernier, dato
usado para clasificar a la cepa como sensible (S), intermedio (1) y resistente (R) para los

antibioticos usados.

2. Aislamiento de bacteri6fagos contra Campylobacter
Se siguid el protocolo descrito por con ligeras modificaciones. Se
disuelven 2 gramos de la muestra en 10 mL de buffer SM, se deja toda la noche en
agitacion constante sobre un agitador a 120 rpm y 4 °C, tras ello se vierte el sobrenadante
en un tubo de centrifugacion y se centrifuga a 13000 g por 10 minutos a 4 °C, 5 mL del
sobrenadante se filtran con una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um de poro y se
guardan a 4 °C para su uso posterior. Para la propagacion®® de bacteriéfagos, se mezcla

en un tubo de ensayo de 4,5 mL de cultivo fresco y 500 uL de filtrado, se mezclaron con

18 Guia CLSI - M45 3ra edicién, Métodos para la dilucién y prueba de la susceptibilidad antimicrobiana de
aislados infrecuentes o bacterias fastidiosas (traduccidn al espafiol).
19 Experimento para aumenta su niimero para que sean detectables en el ensayo de doble capa.
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ayuda de vortex y se incubaron a 42 °C bajo condiciones microaerofilicas; tras su
incubacion se aplico el procedimiento de filtracion previamente descrito. La presencia de

bacteriofagos en el filtrado se determin6 mediante la técnica de “spot test”.

2.1. Spot test

Se deja en incubacion toda la noche una muestra bacteriana en agar sangre (5% v/v de
sangre) en condiciones microaerofilicas y a 42 °C, se suspenden las colonias en 2 mL de
10 mM de MgSOs hasta 3,0 en la escala de McFarland, 1 mL de la suspension se inocula
en 9 mL de CBHI (Infusion cerebro corazén suplementado con CaCl. 1 mM) y se deja en
incubacion por 3 horas en condiciones microaerofilicas. Se inoculan 400 puL a un tubo de
tapa rosca con 5 mL de agar bando NZCYM (0,5 % de agar) a 45°C, se homogeniza la
mezcla y se vierte sobre una caja de Petri con 20 mL de agar NZCYM (1,2 % de agar) a
temperatura ambiente, se deja solidificar por 10 minutos en la cabina. Tras ello, 10 uL.
(por 5 a 6 veces por caja) del filtrado se colocan sobre el agar blando y se deja secar este
indculo por 10 minutos, luego se incuba en condiciones microaerofilicas a 42 °C por 18 a
24 horas, transcurrido el tiempo se observan las UFP (unidades formadoras de placa).
Luego se realiza la propagacion de una sola UFP y se realiza la técnica de spot test 3 veces
para aislar al bacteri6fago. Para la titulacion de bacteridfagos se realizé el ensayo de doble

capa.

2.2. Ensayo de doble capa

En la prueba de la doble capa se mezclan en un tubo 200 uL bacteria en fase de crecimiento
exponencial (procedimiento previamente descrito) en CBHI y 200 pL del filtrado, esta
mezcla se incubara a 42°C por 10 minutos para asegurar la union de las particulas virales
a la bacteria, posteriormente se afiade la mezcla a 5 mL de agar blando NZCYM (0,5 %
p/v de agar) a 45°C, todo se mezcla con la ayuda de un vortex y se vierte a una placa con
agar NZCYM, se deja agarizar y se incuba bajo condiciones microaerofilicas a 42°C por

24 a 36 horas. Luego se cuentan las UFP en cada placa y se calcula el titulo.
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2.3. Propagacion de una sola UFP

Las UFP se colectaron mediante puncion en la zona de lisis se mezclaron con 200 pL de
buffer SM y se realizd el ensayo de doble capa (bajo el procedimiento descrito
anteriormente), la seleccion de una sola UPF se realizd por triplicado. Tras la tercera
propagacion se concentran los bacteriofagos bajo el protocolo descrito por

, donde el Gltimo filtrado de cada muestra se tituld por duplicado realizando
diluciones de 102, 10, 10, 10 y 101% del filtrado con buffer SM, para promediar las
UFP en el filtrado, que finalmente es almacenado a 4 °C.

3. Caracterizacion parcial de los bacteriéfagos

3.1. Determinacion de la MDI?® (multiplicidad de infeccion)

Se realizo el calculo de MDI (relacion UFC/UFP), con el que se obtuvieron datos de
afinidad del bacteriofago a su diana, las MDI que se evaluaron son 0,001; 0,01; 0,1; 1y
10 mediante el andlisis de Poisson para determinar la probabilidad de infeccién. Se realiz6
el ensayo de doble capa (descrito anteriormente, ajustando el titulo de bacteriéfagos para

cada MDI y se calculé la cantidad de UFC infectadas por los bacteriéfagos.

3.2. Determinacion de la estabilidad de los bacteri6fagos

En el ensayo se ajustaron los bacteriofagos a 10° UFP/mL, para el caso de la determinacion
de la estabilidad respecto al pH, 100 uL de esta muestra ajustada se mezclaron con 900
uL de buffer PBS [100 mM] a justados a distintos pH (3, 4, 5, 7, 8, 10 y 12), tras 60
minutos de exposicion se colocaron 100 pL de esta ultima muestra en buffer SM (100
mM) a pH 7,2. Esta tltima mezcla se emple6 para determinar el nimero de bacteriéfagos
remanentes tras la exposicion. En el caso de la temperatura se ajustaron los bacteriofagos
a 10° UFP/mL, y se colocaron en un termoblok a distintas temperaturas (50, 60, 70 y 80

°C) para el caso de -20 °C se uso un congelador de refrigerador, para el caso de 4°C y 20

20 Multiplicity of infection, por sus siglas en inglés.
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°C se emplearon ambientes a dicha temperatura y para 37 °C se usd una estufa de

incubacion.

3.3. Rango de hospedero

El ensayo de rango de hospedero (Bacterial Host range) determina la cantidad de cepas
bacterianas que son sensibles a un bacteriofago. Debido a que los receptores son diferentes

entre bacterias, los bacterioéfagos lisan solo las cepas a las que logran reconocer.

En el ensayo se mezclan en un tubo 200 pL de una suspension de células bacterianas en
fase exponencial de crecimiento y 4 mL de agar NZCYM blando (0,45 % p/v agar) a 45
°C, se mezcla con la ayuda de un vortex y se vierte a una placa con agar NZCYM (1,2 %
p/v), tras la solidificacion del agar vertido, se siembran 5 pL de cada uno de los lisados de
bacteriéfagos de forma separada y equidistante, se deja absorber y se incuba bajo

condiciones microaerofilicas a 42 °C por 24 horas.

3.4. Curva de un solo paso

Para el ensayo de la determinacion de la “Curva de un solo paso” (One step growth curve)
se deja en incubacion toda la noche una muestra bacteriana sembrada sobre agar sangre 5
% (v/v), en condiciones microaerofilicas y a 42 °C, se suspendieron las colonias en 4 mL
de 10 mM de MgSO;4 hasta un aproximado de 1,0 en la escala de McFarland, esta
suspension se alicuota en un matraz con 45 mL de CBHI (Infusion cerebro corazén
suplementado con CaCl, 1 mM), se inoculan 1000 uL del lisado de fagos a una MOI final
de 0,01 y se incuba a 42 °C en condiciones microaerofilicas con agitacion de 120 rpm.
Alicuotas de 500 uL, se toman por triplicado cada 5 minutos y se centrifugan a 13000 g,
250 uL se emplean para realizar un ensayo de doble capa para determinar las UFP.

3.5. Evaluacion de la capacidad litica de los de bacteriofagos de Campylobacter
En placas de cultivo celular se evaluara la capacidad litica de los bacteriofagos, colocando
las cepas de Campylobacter junto con los bacteriofagos a distintas MOI (10; 1; 0,1; 0,01
y 0,001), la densidad 6ptica de cada placa fue medida en un espectrofotometro (EPOCH)

a Ae00 nm. El cultivo bacteriano incubado durante la noche se ajusté a 3,0 de la escala de
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McFarland en 1 mL de MgSOs a una concentracion de 10 mM, que se inoculé en 5 mL de

CBHI#, 250 pL de esta suspension y 250 pL de bacteridfagos se colocaron en los pocillos

de una microplaca de 24 pocillos, se incubaron en condiciones microaerofilicas a 42°C en

un agitador y se medio cada hora la DOsoonm. Como control negativo de crecimiento solo

se empled una mezcla de 250 puL de CBHI'y 250 pL de buffer SM y como control positivo

de crecimiento 250 pL de suspension bacteriana y 250 pL de buffer SM.

A. Procesamiento de los datos

Dada la tabla presentada en la matriz operacional, la recoleccion de los datos, su

elaboracion y analisis se presentan como continuacion, recogiendo inicialmente los datos

de los indicadores.

Tabla 4. Procesamiento de los datos segin la matriz operacional

Experimento

Recoleccion de los datos

Elaboracion de los datos

Analisis de los datos

Aislamiento de
bacteri6fagos

Registro de las UFP contadas en

las cajas de Petri

Tabla con los resultados de UFP en
los distintos tipos de muestra

Gréfica de barras de las UFP/ml o UFP/g de
cada muestra

Determinacion de la probabilida de infeccion

con el andlisis de Poisson

Curva de un solo

paso

Registro de las UFP contadas en
las cajas de Petri en cada ensayo
de doble placa

Registro del tiempo de plaqueo
en el ensayo de doble capa en

minutos

Tabla de correlacion UFP contadas
en las cajas de Petri en cada ensayo
de doble placa (variable
dependiente) y el y tiempo
(variable independiente) Gréfica de
la curva de crecimiento de un solo

paso.

Célculo de nimero de tiempo de latencia
(periodo de incubacion). Célculo de
explosion (nuevas particulas virales / bacteria

lisada)

Control en medio

liquido

Registro de DO (600 nm)

Registro del tiempo de medicion
de la DO600 en horas

Tabla de correlacion entre la DO
(variable dependiente) y el y

tiempo (variable independiente).

Gréfica del crecimiento microbiano, en

comparacion con el control negativo.

Analisis de area

bajo la curva

Generacion del ABC para cada
bacteriéfago

Gréfica de barras de las ABC

Analisis de Dunnett de las ABC.

Determinacion de
estabilidad de los
bacteri6fagos

Registro de titulos de UFP en
distintos rangos de temperatura y
pH

Tabla con los resultados de titulos

de UFP por rangos de temperatura

y pH

Grafica de barras del porcentaje de

recuperacion de bacteri6fagos

21 Caldo BHI (Infusion cerebro corazon) suplementado con CaCl; a una concentracion final de 1 mM.
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Determinacién de
rango de hospedero

Registro formacion dealmenos
una UFP con distintos

hospederos

Tabla de determinacion de la
formacion de almenos una UFP
con marcas positivas (sencibles a la
infeccion con los fagos) y
negativas (no sencibles a la

infeccion con fagos).

Tabla de determinacion de la formacion de
almenos una UFP con marcas positivas (+,
casillas de color verde) y negativas (-, color

rojo).

Aislamiento de

Campylobacter

Registro de las UFC contadas en
las cajas de Petri

Registro de los gramos o

mililitros utilizados de la muestra

Registro del factor de dilucion

Tabla con los resultados de
UFC/ml o UFC/g de cada muestra

Gréfico de barras con los resultados de
UFC/ml 0 UFC/g de cada muestra

Registro de las formas
observadas (ej.: bacilo, Gram

negativo, alas de gaviota)

Registro del resultado (+/-) en la

prueba de oxidasa

Registro del tipo de hemolisis
observada en cada placa para
cada muestra

Registro del desarrollo (positivo
0 negativo) agar BHI en

condiciones aerobias

Registro del desarrollo (positivo

0 negativo) a 42°C

Tabla con el resultado de las
pruebas de cada muestra

Tabla confirmando o rechazando la
pertenencia al género Campylobacter

Determinacion del
perfil de
sensibilidad y

resistencia

Registro de los milimetros de

diametro del halo de inhibicion

Tabla de clasificacion del tamafio
de los halos con datos de
clasificacion de resistencia. El
analisis de la condicién de
sensibilidad o resistencia sera
determinado en funcion de la guia
CLSI.

Mapa de calor (sensible, intermedio o
resistente) para cada antibidtico para cada

muestra.

Grafica de barras del total acumulado de

cepas resistentes por antibiotico
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B. Procedimientos administrativos

1. Presupuesto
La investigacion esta englobada dentro del proyecto Control biolégico con el uso de
bacteriéfagos de los principales patégenos transmitidos por alimentos, que cuenta con

financiamiento directo del Programa de cooperacion Asdi-UMSA 2021 - 2025.

C. Aspectos bioéticos

No aplican, debido a que la investigacion no abarca el tratamiento de ningun tipo en los
animales de las granjas o lugares donde se realiz6 la toma de muestra.
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V. Resultados y Discusion

A. Aislamiento de Campylobacter spp.
Dentro del género Campylobacter, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y
Campylobacter  fetus son las especies mas frecuentemente aisladas causantes de
enfermedades gastrointestinales

. Estas especies han ido adquiriendo plasmidos y desarrollando cambios

cromosomales que les posibilitan tener resistencia a varios antibioticos
La vigilancia epidemiol6gica de Campylobacter
es una de las prioridades en seguridad alimentaria, segin recomendaciones de la OMS
, Sin embargo, la mayoria

de estudios sobre resistencia de Campylobacter se llevan a cabo en la UE y EEUU.

En este estudio se aislaron un total de 55 cepas de Campylobacter (Tabla anexos). No se
obtuvieron aislados de aguas superficiales y la cantidad de asilados de lodo de granja y

heces de aves de vida libre fueron menores a las de los aislados desde heces de pollos.

La figura 3, muestra las caracteristicas de las colonias de Campylobacter en agar sangre y
medio cromogénico. Los repiques efectuados en agar sangre (Figura 3B) aparte de
determinar hemdlisis?®> de las colonias inicialmente aisladas en CHROMagar
Campylobacter® y la su morfologia, fueron utilizados como material base para los
procedimientos de criopreservacion, estas muestras son base para responder los tres

objetivos especificos.

22 |_as cepas Campylobacter han sido reportadas generalmente como bacterias que poseen
lipopolisacaridos no hemoliticos, Arimi y sus colegas se demostraron que las cepas de C. jejuniy C. coli
son hemoliticas en placas de agar sangre a 42 °C en virtud de su produccion de hemolisina difusible. No
suele detectare hemolisis en las placas de agar sangre por C. jejuni y otras especies de Campylobacter
termofilas crecidas a 37 °C, que podria significar que la temperatura no es adecuada para la produccion de
hemolisina, dado que el crecimiento es mas rapido a 42 °C, la hemolisina se libera antes
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Figura 3. (A) Campylobacter (colonias rojas) en el medio cromogénico CHROMagar Campylobacter ®,
(B) colonias de Campylobacter en agar sangre 5% (v/v), (C) Colonias de Campylobacter (color rosa) -
control de calidad del medio cromogénico CHROMagar Campylobacter ®22. Laboratorio de Bioguimica
Molecular — IIFB/FCFB.

Concomitante al aislamiento descrito, se determino el nimero de unidades formadoras de
colonias por gramo de muestra (UFC/g) en el medio cromogénico, como se describi6 en
el segmento de metodologia. En se obtuvieron medias de 3,75*10%; 11,2*10? y 96 UFC/g
en las muestras de heces de aves de corral, de las heces de vida libre y de lodos de granja,

respectivamente.

En las muestras de heces de pollos los recuentos de las UFC/g se registraron valores altos
5 casos, probablemente debido a una sobrepoblacién de Campylobacter en los pollos
(figura 4), sin embargo, en varios estudios se tienen reportes de 102 UFC por gramo de

heces y por encima de esta cantidad cuando se trata del ciego de los pollos

23 Dadas las recomendaciones del proveedor del medio cromogénico CHROMagar Campylobacter ® el
procedimiento de control de calidad de este medio emplea a Escherichia coli ATCC 25922 y
Enterococcus faecalis, independientemente se realizé la prueba con Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Para tal ensayo se inoculé 20 pL de muestras reactivadas de criopreservacion a -80 °C de Escherichia coli
ATCC 25922, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y de los aislados de
Campylobacter, en 5 mL de caldo nutritivo (en agar sangre y posteriormente resuspendidas en BHI en el
caso exclusivo de Campylobacter) tras 24 horas de incubacion 10 pL de cada muestra se inocularon
puntualmente sobre una placa de CHROMagar Campylobacter ®. No se evidencié crecimiento de estas
tres cepas de referencia, estableciendo la validez del medio para el aislamiento especifico de cepas de
Campylobacter, todas las cepas de Campylobacter probadas en el control de calidad desarrollaron colonias
de color rojo (C1 a C21 en caso de la imagen).
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, entre tanto las muestras de heces de aves de vida libre y lodo de granja tuvieron

valores més bajos.
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112 a5
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0
0 —

Aguas residuales Heces de aves de cormal ~ Heces de aves de vida libre Lodo

Muestras

Las desviaciones esténdar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 4. Unidades formadoras de colonias de Campylobacter por gramo entre los distintos tipos de
muestras.

No se reporta datos de recuento en aguas superficiales debido a que no se detectd
Campylobacter en estas muestras con esta metologia, lo cual no significa que estas estén
exentas de contaminacién por Campylobacter, méas bien, esto puede significar que no se
ha evidenciado a este patdgeno por la dilucion que ejerce el caudal de las aguas

superficiales.

La mayoria de los estudios refieren la deteccién de Campylobacter en muestras de carne

de pollo en supermercados y en granjas
, ho asi en aguas superficiales, sin

embargo, su deteccidn por técnicas microbiolédgicas y/o moleculares generarian datos de

vigilancia previamente no establecidos localmente.
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Se debe tomar en cuenta que las especies de Campylobacter se encuentran también
presentes en aves de vida libre como palomas y gaviotas, que si bien no tienen una
alimentacion como la de los pollos de engorde, entran en contacto con la aves de corral y
con desechos humanos, como los municipales, aguas superficiales y residuales

. Las aves de vida libre
tienen una carga de microorganismos patdgenos para el ser humano, por lo que el contacto
con materia de desecho en el que se sabe que existen genes de resistencia incrementa tanto
el riesgo de diseminacion de bacterias patdgenas y la probabilidad de intercambio de

material genético entre microoganismos

Al respecto, realizaron un estudio de la Facultad de
Medicina de la Univerisidad Mayor de San Andrés, en este determinaron la presencia de
Campylobacter spp. en heces de palomas y gallinas, este estudio reportd por primera vez
en Bolivia la presencia de especies de Campylobacter de relevancia clinica tanto en aves

de vida libre como de corral en la ciudad de La Paz.

B. Sensibilidad fenotipica de resistencia antimicrobiana de Campylobacter spp.
Se realizd un ensayo de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion de discos,
con las 55 cepas de Campylobacter aisladas. Los datos del mapa de calor del perfil de
sensibilidad (Figura 5) muestra que una gran parte de las cepas aisladas presentan

resistencia a ampicilina, ciprofloxacina, acido nalidixico y a sulfametoxazol/trimetroprim.

De acuerdo ala OMS, las cepas de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas, estan
clasificadas como de alta prioridad . En este estudio se
determind resistencia a fluoroquinolonas, tanto a ciprofloxacina como al acido nalidixico
en un 63,3 % (35/55) y 76,4 % (42/55) de cepas, respectivamente, informacion que
coincidiende con otras investigaciones en las que se ha observado tendencias crecientes
de resistencia a fluoroquinolonas de Campylobacter jejuni principalmente en muestras de

carne y heces de pollos de engorde y otros animales de granjas

. Respecto a la resistencia a fluoroquinolonas, el estudio realizado el 2009 por
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reporta 70 % de cepas de Campylobacter spp. resistentes a ciprofloxacina de

un total de 44 cepas aisladas de muestras de heces de pacientes con sindrome diarreico.

El 63,3 % de cepas resistentes a ciprofloxina presentadas en este estudio representan un

peligro directo para los productores y manipuladores de alimentos de alimentos estan bajo

el riesgo de transmision de Campylobacter resistente a fluoroquinolonas entre otras

bacterias patdgenas, no estando exentos de contaminacion los consumidores finales.
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Figura 5. A. Mapa del perfil de sensibilidad y resistencia de Campylobacter: blanco significa sensible y
rojo significa resistente; se tienen a los antibi6ticos en grupos de acuerdo a la clasificacion del tipo de
antibiotico (A: penicilinas, B: tetraciclinas, C: macrélidos, D: anfenicoles, E: quinolonas y F:
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sulfonamidas). B. Proporcién de bacterias XDR, MDR y resistentes aisladas por lugar de toma de muestra.
C. Proporcion de bacterias XDR, MDR Yy resistentes aisladas por tipo de muestra.

Se establecio la clasificacion de la resistencia en MDR y XDR de acuerdo al criterio
acordado por la Organizacion Panamericana de la Salud, en la que se considera MDR a
una cepa que es resistente al menos a un agente antimicrobiano en tres 0 més categorias
antimicrobianas y XDR a las cepas que son resistentes al menos a un agente en todas las
categorias excepto en una o dos de ellas, es decir, los aislamientos bacterianos siguen
siendo sensibles solo a una o dos categorias Esta clasificacion se observa
el mapa del perfil de sensibilidad y resistencia de cada cepa. En esta grafica se toma en
cuenta la clasificacion de intermedio como resistente debido a que no se tratan de cepas
aisladas de muestras clinicas, en las que esta definicién ayuda en la decisién clinica de
incrementar la dosis del antibiético a administrar, sino se trata de cepas ambientales sobre
las que esta definicion no es apropiada, puesto que la resistencia, aunque intermedia es un

indicio potencial de la presencia de mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

En la figura 5, se muestra la distribucion de las cepas categorizadas como MDR y XDR
de acuerdo al sitio de aislamiento (figura 5B) y al tipo de muestra (figura 5C). Este analisis
revela que hay cepas MDR y XDR en heces tanto en pollos de granja, pollos
comercializados en la “Feria 16 de Julio”, en el “Mercado Uruguay” y en aves de vida
libre (palomas). Interesantemente, en proporcién se tienen mas cepas XDR en muestras
de heces de palomas colectadas de La Plaza Murillo (60 %), que en granjas de traspatio
(50 %) y que en la Feria 16 de Julio (32,4 %). En el caso especifico del mercado Uruguay,
las Unicas dos cepas aisladas son XDR, sin embargo el dato mas relevantes es que ninguna
de las cepas aisladas resultd ser sensible a ninguno de los antibiéticos ensayados, dado

que todas las cepas resultaron ser resistentes al menos a un antibidtico (figura 5A).
Respecto al tipo de muestra se encontrd que hay mas cepas XDR en aves de vida libre (60

%) que en aves de corral y lodo de granjas (40,4 % y 33,3 %, respectivamente). Estos

resultados indican que las cepas que se encuentran en aves de vida libre poseen
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mecanismos de resistencia antimicrobianos y ameritan tener un sistema de vigilancia,

aparte de unos especializado en el sector de produccién de alimentos.

Dado el concepto de One Health, estas cepas de Campylobacter spp. probablemente se
extendieron desde aves de corral y pasaron a las aves de vida libre como las palomas por
consumo de alimentos contaminados con heces de pollos, o de otros animales, dado que
este género bacteriano se encuentra diseminado en varios animales, entre los que figuran
otros relacionados a actividades ganaderas como ovejas, cerdos y ganado bovino
. De igual
manera, el perfil de resistencia de estas cepas puede ser el resultado de la exposicién de
residuos de alimentos contaminados con cepas de Campylobacter spp. en los vertederos
y puntos de desecho de basura en la ciudad de La Paz, teniendo en cuenta que este género
si bien no se desarrolla bajo ciertas condiciones caracteristicas, puede permanecer en los
alimentos por largos periodos de tiempo
, esperando a que las condiciones mejoren. La carne es una fuente de proteinas y la
produccién de ganado y aves es fundamental para el sustento de las personas, el
procesamiento centralizado y los sistemas mas intensivos y a gran escala se han

relacionado con la apariciéon de enfermedades zoon6ticas

El seguimiento sistematico de la resistencia a los antimicrobianos en Campylobacter spp.
y del uso de antimicrobianos es necesario en el desarrollo de estrategias adecuadas para
controlar el uso indebido de antimicrobianos®* . La vigilancia
continua de Campylobacter y su perfil de sensibilidad y resistencia debe ser una de las

tareas fundamentales de los entes encargados de esta clase de servicios.

En Bolivia no existe una base de datos referencial local sobre Campylobacter, sino
estudios de tesis realizados en la Universidad Mayor de San Andrés, sin embargo, la

mayoria de estos son muy desactualizados, pero son la Gnica informacion existente de este

24 a heterorresistencia (cambios metabélicos no incluyentes de mutaciones o HTG) puede representar el
comienzo de una adquisicion de resistencia clinicamente relevante
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patdgeno a nivel nacional. presentd el perfil de resistencia de
Campylobacter spp en muestras clinicas (heces de pacientes con diarrea) y el estudio de

determind la presencia de Campylobacter en heces de
aves de vida libre; unicamente el estudio de es reciente pero solo presenta
datos descriptivos de la presencia de Campylobacter spp en carnes, sin profundizar en el
estudio del perfil de resistencia. En Bolivia se tiene la falencia de informacion actualizada
de campylobacteriosis que es aun inexistente por la falta de un sistema de reporte de casos
y de resistencia antimicrobiana al menos fenotipica de este patégeno, aln mas

desconocidos son los datos de Campylobacter en el sector agropecuario.
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Figura 6. Flujo de contaminacion por bacterias transmitidas a través de los alimentos. Se resume la
problematica de la falta de vigilancia de Campylobacter en muestras alimenticias, sitios de producciény
crianza de los animales y el contacto con aves de vida libre y el consumidor final que llega a infectarse
con este patdgeno. Los sitios donde se tiene el simbolo de observacion son aquellos donde se amerita
realizar una vigilancia de los principales patégenos transmitidos por alimentos.

La facil diseminacion de las bacterias transmitidas por alimentos requiere de la mejora
continua de los sistemas de vigilancia para estos patdgenos, estos sistemas deben

considerar a los sitios de produccion de los animales que son en los que se dispensan
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antibiodticos. Dada la problematica actual de la diseminacion de bacterias patégenas, un
sistema de vigilancia deberia de tomar en cuenta a: las granjas o factorias, los sitios de
venta de los productos (supermercados y sitios de venta minorista), aguas residuales,
aguas superficiales, heces de aves de vida libre y contrastar estos datos con los generados
por los hospitales respecto a la incidencia y resistencia de enfermedades transmitidas por

alimentos, como se muestra en la figura 6.

C. Aislamiento y propagacion de bacteriéfagos
Se aislaron 5 bacteriéfagos cuyas morfologias de placa se observan en la figura 7, todos
de muestras de heces de pollos. Se uso la cepa 2 de Campylobacter (C2) como cepa de
propagacion. Las suspensiones de bacteriofagos aislados se guardaron buffer SM a 4°C

en para posteriores experimentos.

Figura 7. Unidades formadoras de placas de 5 bacteriéfagos, 16J-B1 (A), 16-F5 (B), GC1-C3 (C), 16J-H2
(D), GC1-K11 (E). Zonas de lisis por la aplicacion de fagos concentrados (F). Laboratorio de Bioquimica
Molecular — IIFB/FCFB.
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Proporcién de bacterias

D. Determinacion de la MDI? (multiplicidad de infeccion)
Se realiz6 el calculo de MDI (relacion UFC/UFP) mediante la distribucion de Poisson.
Las MDI que se evaluaron fueron 0,01; 0,1; 1 y 10. Para cada MDI se determind la
cantidad de bacterias no infectadas tras 5 minutos de exposicién a los bacteriofagos y se
calculd la cantidad de bacterias infectadas por quintuplicado, la proporcion de bacterias
supervivientes (que no fueron infectadas) se graficO respecto a la MDI de cada
bacteri6fago. Previamente se realizo el analisis de Poisson para calcular la probabilidad

de infeccion. Los datos obtenidos concuerdan con la probabilidad tedrica de infeccion y
supervivencia (figura 8).

Distribucién de Poisson en funcién a la MDI
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Figura 8. A. Proporcidn de bacterias que fueron (f>1) y no fueron (f=0) infectadas a distintas MOI. B.
Distribucion de Poisson, f=0 representa la fraccion de bacterias no infectadas, f=1 representa la fraccion
de bacterias infectadas por un bacteriéfagos, f>1 representa la cantidad de bacterias infectadas por mas de
un bacteriéfago, y £>1/f=0 representa el nimero de bacterias que absorbieron un bacteriéfago del total de
bacterias infectadas.

E. Estabilidad de los bacteriéfagos en distintos rangos de temperatura y pH
Los 4 bacteriofagos ensayados son estables tras periodos de incubacion en un rango
amplio tanto de temperatura como de pH, desde 4 a 50 °C, y de 3 a 10, respectivamente.
Los titulos de bacteri6fagos probablemente varian debido a la biologia del virus, la
cantidad de UFP/mL que se forman a partir de una célula infectada y el tiempo de

incubacion del virus. En la figura 9 se muestra la estabilidad de los bacteriofagos para

25 Multiplicity of infection, por sus siglas en inglés.
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poder ser aplicados en estos rangos. Como la gran mayoria de virus, los pardmetros de
estabilidad suelen ser semejantes a medida que cambia la variable, sin embargo, en los
limites de su rango estable los titulos bajan de forma abrupta, o simplemente no se

evidencian, como en los resultados descritos por

Estabilidad de los bacteriéfagos respecto a la temperatura. Estabilidad de los bacteriéfagos respecto al pH
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Figura 9. Estabilidad de los bacteriéfagos en distintos rangos de pH (izquierda) y temperatura (derecha).
Se graficaron los rangos de recuperacion (UFP/mL) de los bacteriéfagos respecto al titulo (UFP/mL) de
inéculo en cada experimento.

F. Rango de hospedero
Se probo el rango de hospede ro con las 55 cepas de Campylobacter, se observa que los
bacteri6fagos tienen especificidad sobre ciertas cepas de Campylobacter y que sobre la
mayoria de las cepas, ningun bacteriéfago tiene efecto litico. También se probaron los
bacteriéfagos con cepas bacterianas de referencia, sin encontrar actividad litica sobre
estas, infiriendo una alta especificidad de los bacteriéfagos incluso entre aislados del

mismo género bacteriano (Tabla 5).

Respecto a la actividad litica de los bacteri6fagos para Campylobacter, la limitada
cantidad de hospederos para estos fagos, se debe probablemente al hecho de que estos
tienen distintos sitios de anclaje en la bacteria diana. Los bacteriéfagos del grupo 11y 11l
tienen al flagelo y a polisacaridos capsulares como sitios de anclaje respectivamente

, respecto al flagelo suelen existir modificaciones
de ciertas proteinas por lo que, una nueva conformacion puede conferir fago resistencia

, determinando que varias cepas bacterianas no sean sensibles a
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los fagos aislados. El anélisis de la susceptibilidad a bacteriéfagos debe ser meticuloso

, debido a que el funcionamiento de estos virus in
vitro puede no ser similar en casos de aplicacion in situ , teniendo
como precedente que la fagorresistencia es uno de los principales retos de las aplicaciones

de bacteriéfagos.

Tabla 5. Rango de hospederos de los fagos aislados

Cepa 16J-B1 16J-F5 | GC1-C3 | 16J-H2 | GCI-K11 Cepa 16J-B1 16J-F5 | GC1-C3 | 16J-H2 | GC1-K1l
Cl + - - + - C31 - - - - -
C2 + + + + + C32 -
C3 + - + - - C33 -
C4 + - - - - C34 -
C5 C35 +
C6 - - - C36 -
C7 - - - - C37 -
C8 - - - - C38 -
C9 + - - - C39 -
C10 - - - - C40 -
Cll - - - - C41 -
C12 - - - - C42 -
C13 - - - - C43 -
Cl4 - - - - C44 - - -
C15 - - - - C45 - + 8
C16 - - - - C46 -
C17 - - - - C47 -
C18 - - - - C48 -
C19 - - - - C49 -
C20 - - - - C50 -
C21 - - - - C51 -
C22 - - - - C52 -
C23 - - - - C53 -
C24 - - - - C54 -
C25 - - - - C55 -
C26 - - - - E. coli 25922 -
C27 - - - - S. aureus 22923 -
C28 + - - - K. penumoniae -
C29 - - - - P. aeuroginosa -
C30 - - - - E. faecalis -
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G. Curva de un solo paso
En la determinacion de la curva de un solo paso, se calcul6 un tamafio de explosion de
14,45 nuevas particulas virales por centro infectivo para el bacteriéfago 16J-F5, tras un
tiempo de incubacion de 75 minutos. Durante este periodo, los titulos de bacteriéfagos
permanecieron en una concentracion baja respecto al recuento de UFP después de los 90

minutos durante el ensayo (figura 10).

H. Control en medio liquido
Se probaron 4 bacteri6fagos de los 5 iniciales, debido a que el fago GC1-K11 mostré tener
zonas de lisis mas turbias que el resto, en el ensayo de rango de hospedero, por lo que fue
descartado para este analisis. Los fagos se probaron frente a la cepa de propagacion (C2)
en ensayo de cinética en el que se determind la densidad 6ptica en una placa de cultivo de
24 pocillos, las lecturas fueron tomadas cada hora durante 25 horas, con subsecuentes

incubaciones en condiciones microarerofilicas entre lecturas (figura 11).
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Figura 10. Curva de un solo paso del bacteriéfagos 16J-F5, el tamafio de explosion se determina con la
relacion de la media de los titulos bajos y la media de los titulos altos, el periodo de incubacién se
determind con el Gltimo punto antes de un incremento de titulos.
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Figura 11. Control de Campylobacter en medio liquido a distintas MDI de bacteri6fagos.

Los datos del rango de hospedero determinaron sobre cuales cepas bacterianas son
funcionales los bacteri6fagos, sin embargo, no son una medida cuantitativa para
determinar cuan eficaces son los bacteri6fagos. Las cinéticas de control (figura 10)
muestran la dindmica de crecimiento y control de la bacteria en un ambiente controlado;
sin embargo para analizar esta cinética de control se recurrio a calcular el area de bajo de
la curva (ABC) de cada ensayo, para luego compararla con la de un control (ensayo sin

bacteriofago).

Se realizO el analisis de Dunnett (0=0,05) para determinar si las ABC son
significativamente diferentes respecto al control negativo. Se encontrd que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos respecto a los controles a
excepcion de los experimentos con el ¢4 MDI 0,1 (p=0,999) y ¢4 MDI 1 (p=0,993), en
ambos casos las AUC no son diferentes respecto al control. El resto de los ensayos si
tienen diferencias significativas, por lo que los bacteriéfagos lograron reducir el desarrollo

de Campylobacter (figura 12).

51



15

14 S L I

12

1.0

v
g 0.8
06 - = =
= I - -
0.4 -
0.2
0,0
MDI o WD \Q'::. oy WD \Q'«‘:: o e WD \Qﬁ o W \Q'«‘::
Lé‘,&a & & ‘t"@‘b{} & &, ‘ﬁ}é} & \p‘ﬁ} ) & -, - &
Bacteridfago & &, & '&b

Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,

Figura 12. Areas bajo la curva de la cinética de crecimiento a partir de la figura 11.

Steffan y colaboradores obtuvieron en su estudio cepas de Campylobacter spp. resistentes
a bacteriéfagos al final de cada experimento con cada combinacion de fago y cepa
bacteriana, esto explica el fendmeno de resistencia de la cepa C2% al fago 16J-H2
ensayado en la cinética de control en medio liquido (figura 4), cepa que no respondié ante
ninguna combinacién de MDI. En el control en medio liquido la disminucién de la DOsoo
es significativa respecto al control, sin embargo, al pasar las 20 horas de incubacion el
crecimiento aumenta a una tasa mayor, este es otro ejemplo de la fagorresisntecia. Otros
estudios presentan resultados similares con algunos bacteriéfagos de Campylobacter y E.

coli

Esta claro que queda mucho trabajo por hacer para lograr una reduccion significativa y
constante de C. jejuni en las diferentes etapas de la produccion de pollos de engorde

. Davis y sus colegas demostraron experimentalmente

% También se debe de considerar que los bacteriéfagos de Campylobacter usan sitios poli G para generar
diversidad genética y de esta forma evadir los mecanismos de fagorresitencia , por lo
que en el ambiente pueden existir fagos para la cepa C2 y que por lo tanto puedan servir en su biocontrol.
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que Campylobacter es viable tanto en la piel como en la carne de pollo a temperaturas
refrigeradas , por lo que la reduccion del patégeno a bajas
temperaturas solo puede lograrse mediante un numero muy alto de fagos que provocan la
lisis desde el exterior considerando que la dosis infecciosa de

Campylobacter es de 10* células bacterianas

Para una actividad mas amplia y una mayor potencia contra C. jejuni, es recomendable
que las aplicaciones de polifagos (cocteles de fagos) dirigidas a este patdgeno estén
compuestas por fagos que posean proteinas de union a flagelos y a grupos de carbohidratos
en la membrana exterior

, realizar una terapia con
fagos en las aves 1 o 2 dias antes del sacrificio podria ayudar a evitar la resistencia a los
bacteriéfagos

Lo més probable es que la eliminacién exitosa de este patégeno se logre implementando
estrictas medidas de bioseguridad combinadas con tratamientos con fagos y suplementos
probi6ticos?’ , o que hace que la
investigacion continua en todas las areas sea necesaria y relevante. La caracterizacion y
secuenciacion de nuevos aislados de fagos de C. jejuni es muy necesaria para obtener mas

conocimientos sobre estos virus

27 por ejemplo, se tiene reportes de que la ingestion de un probidtico en combinacidn con un cdctel de fagos
de E. coli disminuye las concentraciones de Desulfovibrio y aumenta la colonizacion de Lactobacillus en
relacion con el tratamiento Gnicamente con el probi6tico o en combinacion con antibiéticos
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VI.  Conclusiones
Existe una considerable cantidad de cepas resistentes a antibioticos de las cuales el 34,5%

(19/55) son MDR, 41,8% (23/55) son XDR, el 87,3% (48/55) de las cepas son resistentes
a fluoroquiniolonas clasificandolas como cepas de prioridad elevada de investigacion para
la OMS.

Se aislaron 5 bacteriéfagos de los cuales 4 tienen potencial como biocontroladores de

determinadas cepas de Campylobacter resistentes a antibioticos.

Estos 4 bacteridfagos redujeron significativamente el crecimiento de Campylobacter en el
ensayo in-vitro de cinética, dado que se encontrd que existen diferencias estadisticamente
significativas de las ABC de las ODeoo entre los ensayos en medio liquido con

bacteriéfagos a MOI 0,1 hasta MOI 10 respecto a los controles.
Recomendaciones

Se requiere tener un sistema de vigilancia epidemioldgica regional y nacional que provea
de informacidn base para posteriores estudios con fines de investigacion y cuidado de la
salud publica. Esta vigilancia debe tomar en cuenta el concepto de One Health, que
implica incluir salud humana, animal y ambiental, lo que significa tratar muestras no solo
de alimentos, sino de excretas de animales de granja, muestras hospitalarias, de aguas

superficiales y ambientales.

El Programa Nacional de Enfermedades Transmitidas por Alimentos es un &rea
especializada del Ministerio de Salud y Deportes que informa Enfermedades Transmitidas
por Alimentos (ETAS), pero no ofrece informacién sobre Campylobacter. Por otro lado,
el Instituto Nacional de Laboratorios en Salud, de Bolivia (INLASA) en los reportes de la
Red de Laboratorios Oficiales de Analisis de Alimentos (RELOAA) solo reporta
Escherichia coli, coliformes termotolerantes, Salmonella spp, Pseudomonas aeuroginosa
y Staphylococcus aureus e informan de la resistencia antimicrobiana de cepas aisladas de
muestras de alimentos. En ambos casos hasta la fecha no se observan reportes de

determinaciones de Campylobacter.
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La vigilancia de los genes de resistencia a antimicrobianos en estos tipos de muestras
proveera de datos epidemioldgicos acerca de la diseminacion de ciertos genes en el
ambiente, por lo tanto, puede ayudar a tomar medidas preventivas respecto al uso

incorrecto de antibioticos.

En el caso especifico de Campylobacter la determinacion de gen flagelar (flaA, flaB y
flaC) y otros genes de factores de virulencia es de vital importancia para conocer a las
cepas locales y por lo tanto poder disponer de una base de datos que permita usar
bacteriéfagos u otras herramientas de biocontrol de Campylobacter.

Es necesario investigar a mayor profundidad la biologia de los campyl6fagos conocer sus
limites para poder hacer un uso correcto de los bacteri6fagos durante el control bioldgico

de cepas de Campylobacter resistentes a antibiéticos.
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ANEXOS



Datos muestrales

Factor de

Tabla 6. DATOS DE AISLAMIENTO DE CEPAS DE CAMPYLOBACTER

T o

Lugar Lugar especifico Tipo de muestra Fecha Codigo de Aislado Peso [g] uFe UFG/miI UFC/e % MI,. WD@_ w w M W m m W.

muestra 39 2 W g0 3 04 3
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 22/5/2021|16J c1 9 100 12 1200 + y - +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 22/5/2021|16) c2 10 100 6 600 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 22/5/2021|16) c3 10 100 5 500 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 22/5/2021|16) ca 3,1 100 7 700 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 23/5/2021|16) c5 7 100 9 900 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 24/5/2021|16) c6 10 100 23 2300 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 25/5/2021|16) c7 10 100 21 2100 + y +
El Alto 16 de Julio Heces de aves de corral 26/5/2021|16) c8 8 100 2 200! + y +
El Alto Heces de aves de corral 27/5/2021|16) c9 10 100 5 500! + y +
El Alto Heces de aves de corral 28/5/2021(|16) C10 8 100 9 900 + y +
El Alto Heces de aves de corral 29/5/2021|16) C11 10 100 7 700 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 30/5/2021|GC1 C12 9,5 100 4 400 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 31/5/2021|GC1 c13 10 100 1 100 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 1/6/2021|GC1 Cl4 7 100 8 800! + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 2/6/2021|GC1 C15 10 100 16/ 1600 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 5/4/2022|GC1 C16 42,5 100 34 3400 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 5/4/2022|GC1 c17 1,66 100 6 600 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 28/3/2022|GC1 c18 2,72 10 31 310 + y +
La Paz Heces de aves de vida libre 7/4/2022|A1 c19 12,9 100 17 1700 + y +
La Paz Mercado Uruguay [Heces de aves de corral 7/4/2022|A2 C20 4,67 100 5 500 + y +
La Paz Mercado Uruguay [Heces de aves de corral 7/4/2022|A3 C21 9,56 100 9 900 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Lodo 7/4/2022|E1 C22 7,23 100 9 900 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Lodo 7/4/2022|E2 c23 6,89 100 5 500 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 7/4/2022|E3 c24 2,38 100 9 900 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 17/4/2022|E4 c25 1,9 400 9 3600 1895 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 17/4/2022|E5 C26 1,81 400 7 2800 1547 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 17/4/2022|E6 c27 4,2 400 9 3600 857 + v +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 17/4/2022|E7 C28 0,84 400 15 6000 7143 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 22/8/2021|E8 C29 8,2 200 4 800 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 22/8/2021|E9 C30 4,8 100 9 900 + y +
La Paz Heces de aves de vida libre 22/8/2021|E10 C31 3,4 100 7 700 + y +
El Alto Feria 16 de Ju Heces de aves de corral 22/8/2021|E11 c32 5,04 100 6 600 + y +
El Alto Feria 16 de Ju Heces de aves de corral 22/8/2021|E12 C33 8,96 100 4 400 + y +
El Alto Feria 16 de Ju Heces de aves de corral 22/8/2021|E13 C34 4,2 400 5 2000 476 + y +
El Alto Granja criollaN°1 [Lodo 17/4/2022|E14 C35 10 100 9 900! + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 17/4/2022|E15 C36 10 100 12 1200 + y +
El Alto Granja criolla N°1 |Heces de aves de corral 12/4/2022|E16 c37 3,1 100 12 1200 387 + y +
La Paz Heces de aves de vida libre 12/4/2022|E17 c38 7 100 4 400 + y +
La Paz Heces de aves de vida libre 12/4/2022|E18 c39 8 100 9 900 + y +
La Paz Heces de aves de vida libre | 12/4/2022|E19 C40 10 100 5 500 + Y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 15/4/2022 E20 ca1 8 100 9 900 + v +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 15/4/2022 E21 c42 10 100 15 1500 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 15/4/2022 €22 ca3 9,5 100 4 400 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 15/4/2022 E23 caa 1,66 100 9 900 542 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 15/4/2022 E24 cas 2,72 10 7 70 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 15/4/2022 E25 C46 12,9 100 6 600 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 21/4/2022|E26 ca7 1,66 100 4 400 241 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 21/4/2022|E27 c48 2,72 10 5 50 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 21/4/2022|E28 c49 9,56 100 15 1500 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 21/4/2022|E29 C50 1,66 100 4 400 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 21/4/2022|E30 C51 2,72 10 9 90 + y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 21/4/2022|E31 C52 9,56 100 7 700 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 25/4/2022 E32 €53 9,56 100 6 600 + Y +
El Alto Feria 16 de Julio [Heces de aves de corral 25/4/2022 E33 C54 1,66 100 4 400 241 + y +
El Alto Feria 16 de Julio |Heces de aves de corral 25/4/2022 E34 C55 2,72 10 5 50 + y +
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DETERMINACION DE DIFERENCIAS EN EL RECUENTO DE UFC/g ENTRE LOS
DISTINTOS TIPOS DE MUESTRAS
ANOVA de un solo factor: UFC/g vs. Muestras

Método

Hipdtesis nula

Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna

No todas las medias son iguales

Nivel de significancia | a.= 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles | Valores
Muestra | 4 Aguas superficiales; Heces de aves de corral; Heces de aves de
S vida libre;
Lodo
Anélisis de Varianza
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Muestras | 3 | 608464 | 202821 0,20 0,896
Error 52 | 52697362 | 1013411
Total 55 | 53305826
Resumen del modelo
S R-cuad. | R-cuad. | R-cuad.
(ajustado) | (pred)
1006,68 | 1,14% | 0,00% *
Medias
Muestras N | Media Desv.Est | IC de 95%
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Aguas superficiales 0,00000 | * (-2,02006E+03;
0 2020,057365)

Heces de aves de corral 375 1070 (81; 670)

Heces de aves de vida 1115 63,4 (-791,9; 1014,9)

libre

Lodo 95,7 26,4 (-1070,6; 1262,0)

Desv.Est. agrupada = 1006,68

Comparacién de UFC/g entre las distintas muestras

3000

2000

1000

Cantidad de colonias por gramo de muestra (UFC/qg)
=]
2

Aguas residuales

+ T143

+ 1895
+ 1547

# 857
+ 542

Heces de aves de comral

Tipos de muestra

Heces de aves de vida libre

Para las aguas residuales se determinid en el sedimento de 50 ml de muestras

Lodo

Figura 13.Determinacion de diferencias en el recuento de UFC/g entre los distintos tipos de muestras, se
aprecian los datos atipicos de los recuentos en las muestras de aves de corral.

DETERMINACIONES DEL PERFIL DE RESISTENCIA.
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CEPA
C1 C29
C2 C30
c3 C31
C4 C32
C5 C33
Cé C34
c7 C35
C8 C36
9 C37
C10 C38
1l C39
C12 C40
C13 Cc41
Ci4 C42
C15 C43
Cie C44
C17 C45
C18 C46
C19 c47
C20 C48
c21 Cc49
C22 C50
C23 C51
C24 C52
C25 C53
C26 C54
Cc27 C55
Cc28

AMP| CL | CIP [NAL| ERI'| TE | FEP [STX]AMC| CEPA AMP| CL|CIP|NAL ERI| TE [ FEP | STX]AM(C

Figura 14. Mapa de calor del perfil de sensibilidad: verde, sensible; amarillo, intermedio; rojo,

resistente.
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Figura 15. Antibiograma de una cepa de Campylobacter, se logra apreciar que esta cepa en especifico

DATOS AISLAMIENTO FAGOS

tiene resistencia a Sulfametoxazol-trimetroprim, &cido nalidixico, y ciprofloxacina.

Datos muestrales Cddigo | Cdadigo
Lugar Lugar Tipo de muestra Fecha Codigo | abreviado | del
especifico de fago
muestra
El Alto 16 de Julio | Heces de aves de 22/7/2021 | 16J F1 16J-B1
corral
El Alto | 16 de Julio | Heces de aves de 15/8/2021 | 16J F2 16J-F5
corral
El Alto | Granja Heces de aves de 12/3/2022 | GC1 F3 GC1-
criolla corral C3
El Alto 16 de Julio | Heces de aves de 25/3/2022 | 16J F4 16J-H2
corral
El Alto | Granja Heces de aves de 3/5/2022 | 16J F5 GC1-
criolla corral K11l
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TITULOS DE ESTABILIDAD DE LOS BACTERIOFAGOS RESPECTO A
TEMPERATURA

Temperatura | 16J-B1 16J-F5 GC1-C3 16J-H2
°C

-20 90 90 92 91
-20 91 91 91 92
-20 93 90 90 93
4 90 94 96 94
4 95 90 94 90
4 91 90 91 92
20 90 91 92 97
20 85 92 96 91
20 90 90 91 92
37 89 93 94 91
37 89 90 91 92
37 92 91 88 93
50 92 95 89 91
50 91 92 91 92
50 94 91 90 93
60 93 90 92 91
60 91 91 91 94
60 89 92 96 91
70 85 75 94 93
70 87 85 92 88
70 81 83 92 92
80 0 0 0 0
80 0 0 0 0
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80

ANOVA de un solo factor: 16J-B1 vs. Temperatura °C

Método
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de a=0,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles | Valores
Temperatura 8 | -20; 4; 20; 37;
°C 50; 60; 70; 80
Anélisis de Varianza
Fuente GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
Temperatura | 7 | 21358,7 | 3051,24 | 671,83 | 0,000
°C
Error 16 72,7 4,54
Total 23 (214313
Resumen del modelo
S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
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2,13112 | 99,66% 99,51% | 99,24%
Medias
Temperatura | N Media | Desv.Est. | IC de 95%
°C
-20 3 91,333 1,528 | (88,725;
93,942)
4 3 92,00 2,65 (89,39;
94,61)
20 3 88,33 2,89 (85,72;
90,94)
37 3 90,00 1,73 (87,39;
92,61)
50 3 92,333 1,528 | (89,725;
94,942)
60 3 91,00 2,00 (88,39;
93,61)
70 3 84,33 3,06 (81,72;
86,94)
80 3|1 0,000000 | 0,000000 | (-2,608336;
2,608336)

Desv.Est. agrupada = 2,13112
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Gréfica de intervalos de 16J-B1 vs. Temperatura °C
95% IC para la media

100

5 - 3

80

60

16J-B1

20

-20 4 20 37 50 60 70 80

Temperatura °C

La desviacidon estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos,

ANOVA de un solo factor: 16J-F5 vs. Temperatura °C

Metodo
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
HipGtesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de o=0,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
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Temperatura

°C

8-20; 4; 20; 37;
50; 60; 70: 80

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
Temperatura 7| 21453,2 | 3064,74 | 579,16 | 0,000
°C
Error 16 84,7 5,29
Total 23 | 21537,8
Resumen del modelo
S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
2,30036 | 99,61% 99,43% | 99,12%
Medias
Temperatura | N Media | Desv.Est. | 1C de 95%
°C
-20 3 90,333 0,577 | (87,518;
93,149)
4 3 91,33 2,31 (88,52;
94,15)
20 3 91,000 1,000 | (88,185;
93,815)
37 3 91,333 1,528 | (88,518;
94,149)
50 3 92,67 2,08 (89,85;
95,48)
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60 3] 91,000 1,000 | (88,185;
93,815)
70 3| 81,00 529 | (78,18;
83,82)
80 3[0,000000 | 0,000000 | (-2,815478;
2,815478)

Desv.Est. agrupada = 2,30036

Gréfica de intervalos de 16J-F5 vs. Temperatura °C
95% IC para la media

100
80

60

16)-F5

20

-20 4 20 37 50 60 70 80

Temperatura °C

La desviacidon estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos,

ANOVA de un solo factor: GC1-C3 vs. Temperatura °C

Método
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
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Nivel de

significancia

o=0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles | Valores
Temperatura 8 | -20; 4; 20; 37;
°C 50; 60; 70; 80
Anélisis de Varianza
Fuente GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
Temperatura | 7 | 22274,6 | 3182,09 | 779,29 | 0,000
°C
Error 16 65,3 4,08
Total 23 | 22340,0
Resumen del modelo
R-
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
2,0207399,71%  99,58% 99,34%
Medias
Temperatura | N Media | Desv.Est. | 1C de 95%
°C
-20 3 91,000 1,000 | (88,527,
93,473)
4 3 93,67 2,52 (91,19;
96,14)
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20 3] 93,00 2,65| (90,53;
95,47)
37 3] 91,00 300| (8853
93,47)
50 3| 90,000 1,000 | (87,527;
92,473)
60 3] 93,00 2,65| (90,53;
95,47)
70 3| 92,667 1,155 | (90,193;
95,140)
80 3[0,000000 | 0,000000 | (-2,473223;
2,473223)

Desv.Est. agrupada = 2,02073

Gréfica de intervalos de GC1-C3 vs. Temperatura °C
95% IC para la media

100

— % ¢ o &

80

60

GC1-C3

20

-20 4 20 37 50 60 70 80

Temperatura °C

La desviacidon estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos,

ANOVA de un solo factor: 16J-H2 vs. Temperatura °C

Meétodo
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Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de o=0,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles | Valores

Temperatura 8 | -20; 4; 20; 37;

°C 50; 60; 70; 80

Analisis de Varianza

Fuente GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p

Temperatura 7| 22249,3 | 3178,47 | 930,28 | 0,000

°C

Error 16 54,7 3,42

Total 23 | 22304,0

Resumen del modelo

S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
1,84842 | 99,75% 99,65% | 99,45%
Medias
Temperatura | N Media | Desv.Est. | IC de 95%
°C
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-20 92,000 1,000 | (89,738;
94,262)
4 92,00 2,00 (89,74
94,26)
20 93,33 321 (91,07
95,60)
37 92,000 1,000 | (89,738;
94,262)
50 92,000 1,000 | (89,738;
94,262)
60 92,00 1,73 (89,74;
94,26)
70 91,00 2,65| (88,74
93,26)
80 0,000000 | 0,000000 | (-2,262336;
2,262336)

Desv.Est. agrupada = 1,84842
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Gréfica de intervalos de 16J-H2 vs. Temperatura °C
95% IC para la media

100
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20
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La desviacidon estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos,

TITULOS DE ESTABILIDAD DE LOS BACTERIOFAGOS RESPECTO A pH

pH 16J-B1 16J-F5 GC1-C3 | 16J-H2
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 91 92 91 94
4 92 91 95 95
4 95 95 94 93
5 94 93 95 96
5 93 94 93 94
5 94 95 91 91
7 92 93 93 92




7 97 92 92 94
7 98 91 92 95
8 96 91 92 93
8 92 92 92 91
8 91 96 91 97
10 74 91 54 91
10 75 92 56 89
10 76 93 57 84
12 0 0 0 0
12 0 0 0 0
12 0 0 0 0

ANOVA de un solo factor: 16J-F5 vs. pH

Método
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
HipGtesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de o=0,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor | Niveles | VValores

pH

713:4:5:7;
8:10; 12

Analisis de VVarianza
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Fuente | GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
pH 6 | 36863,1 | 6143,86 | 3000,49 | 0,000
Error 14 28,7 2,05
Total 20 | 36891,8
Resumen del modelo
S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
1,43095 | 99,92% 99,89% | 99,83%
Medias
pH | N Media | Desv.Est. | 1C de 95%
3 3| 0,000000 | 0,000000 | (-1,771936;
1,771936)
4 3 92,67 2,08 (90,89;
94,44)
5 3| 94,000 1,000 | (92,228;
95,772)
7 3 92,000 1,000 (90,228;
93,772)
8 3 93,00 2,65 (91,23;
94,77)
10 | 3 92,000 1,000 (90,228;
93,772)
12 | 3| 0,000000 | 0,000000 | (-1,771936;
1,771936)

Desv.Est. agrupada = 1,43095
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ANOVA de un solo factor: GC1-C3 vs. pH

Método
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de a=0,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor | Niveles | VValores
pH 713:4:5;7;
8:10; 12

Analisis de Varianza

Fuente | GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
pH 6 | 34385,9 | 5730,98 | 3539,73 | 0,000
Error 14 22,7 1,62
Total 20 | 34408,6
Resumen del modelo
S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
1,27242 | 99,93% 99,91% | 99,85%
Medias
pH | N Media | Desv.Est. | IC de 95%
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3 | 3]0,000000 | 0,000000 | (-1,575627;
1,575627)
4 [ 3] 9333 2,08| (91,76;
94,91)
5 [3] 93,00 2,00 (91,42;
94,58)
7 | 3] 92333 0,577 | (90,758;
93,909)
8 | 3| 91,667 0,577 | (90,091;
93,242)
10 | 3| 55,667 1528 | (54,091
57,242)
12 | 3/0,000000 | 0,000000 | (-1,575627;
1,575627)

Desv.Est. agrupada = 1,27242

HOJA DE TRABAJO 1

ANOVA de un solo factor: 16J-H2 vs. pH

Método
Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de a=20,05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.



Informacion del factor

Factor | Niveles | VValores
pH 713:4:5;7;
8:10; 12

Andlisis de Varianza

Fuente | GL SC MC | Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p
pH 6 | 36828,6 | 6138,10 | 1342,71 | 0,000
Error 14 64,0 4,57
Total 20 | 36892,6
Resumen del modelo
S R- R-cuad. R-
cuad. | (ajustado) | cuad.
(pred)
2,13809 | 99,83% 99,75% | 99,61%
Medias
pH | N Media | Desv.Est. | IC de 95%
3 31 0,000000 | 0,000000 | (-2,647582;
2,647582)
4 3 94,000 1,000 | (91,352;
96,648)
5 3 93,67 2,52 (91,02;
96,31)
7 3 93,667 1,528 | (91,019;
96,314)
8 3 93,67 3,06 (91,02;
96,31)
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10 [ 3] 88,00 361] (85,35
90,65)
12 | 3/0,000000 | 0,000000 | (-2,647582;
2,647582)

Desv.Est. agrupada = 2,13809

DETERMINACION DE ACTIVIDAD EN MEDIO LIQUIDO
Para cada experimento se presentan los datos con los blancos ajustados a 0 de OD 600

16J-B1
Tiempo (h) DO600nm

Blanco Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 | MOI 100
0 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
0 0,011 0,011 0,010 0,010 0,011
0 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
2 0,011 0,011 0,010 0,010 0,011
2 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
2 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
3 0,014 0,010 0,010 0,012 0,012
3 0,013 0,010 0,010 0,011 0,012
3 0,014 0,010 0,010 0,012 0,012
4 0,014 0,010 0,010 0,013 0,013
4 0,015 0,011 0,010 0,012 0,013
4 0,014 0,010 0,010 0,013 0,013
5 0,014 0,010 0,010 0,012 0,013
5 0,015 0,012 0,012 0,015 0,014
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5 0,014 0,010 0,010 0,014 0,013
6 0,015 0,012 0,012 0,015 0,014
6 0,015 0,012 0,013 0,015 0,015
6 0,015 0,012 0,012 0,015 0,014
7 0,015 0,012 0,012 0,015 0,014
7 0,015 0,012 0,013 0,015 0,015
7 0,015 0,012 0,013 0,015 0,015
8 0,015 0,012 0,013 0,015 0,015
8 0,016 0,012 0,013 0,015 0,016
8 0,016 0,012 0,013 0,015 0,016
9 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
9 0,016 0,012 0,013 0,015 0,016
9 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
10 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
10 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
10 0,020 0,013 0,013 0,016 0,017
11 0,023 0,013 0,013 0,016 0,017
11 0,024 0,013 0,014 0,016 0,018
11 0,024 0,013 0,014 0,016 0,018
12 0,031 0,013 0,015 0,016 0,019
12 0,031 0,013 0,015 0,016 0,019
12 0,031 0,013 0,015 0,016 0,019
13 0,035 0,014 0,015 0,016 0,019
13 0,037 0,014 0,015 0,017 0,020
13 0,037 0,014 0,015 0,017 0,020
14 0,039 0,014 0,016 0,017 0,020
14 0,043 0,014 0,016 0,018 0,021
14 0,043 0,014 0,016 0,018 0,021
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15 0,049 0,014 0,016 0,018 0,021
15 0,055 0,015 0,017 0,019 0,021
15 0,055 0,015 0,017 0,019 0,021
16 0,059 0,015 0,017 0,020 0,022
16 0,065 0,015 0,018 0,020 0,022
16 0,065 0,015 0,018 0,020 0,022
17 0,076 0,015 0,018 0,020 0,020
17 0,079 0,015 0,018 0,020 0,020
17 0,082 0,015 0,018 0,020 0,021
18 0,084 0,015 0,019 0,024 0,024
18 0,087 0,015 0,019 0,025 0,025
18 0,089 0,015 0,020 0,027 0,027
19 0,096 0,020 0,020 0,028 0,028
19 0,097 0,019 0,020 0,030 0,030
19 0,096 0,020 0,020 0,028 0,028
20 0,110 0,020 0,020 0,030 0,027
20 0,111 0,021 0,021 0,032 0,027
20 0,110 0,021 0,020 0,030 0,027
21 0,116 0,021 0,021 0,032 0,027
21 0,120 0,020 0,030 0,032 0,029
21 0,120 0,020 0,030 0,032 0,029
22 0,130 0,021 0,040 0,034 0,031
22 0,130 0,022 0,031 0,035 0,031
22 0,130 0,021 0,040 0,034 0,031
23 0,139 0,023 0,041 0,039 0,049
23 0,140 0,023 0,037 0,038 0,036
23 0,139 0,023 0,041 0,039 0,049
24 0,145 0,024 0,048 0,042 0,041
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24 0,148 0,025 0,047 0,043 0,048

24 0,145 0,024 0,048 0,042 0,041

25 0,149 0,030 0,054 0,045 0,044

25 0,155 0,027 0,055 0,045 0,049

25 0,149 0,030 0,054 0,045 0,044

Fago: 16J-F5
Tiempo DO600nm
(h)
Blanco Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI10 | MOI 100

0 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011
0 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011
0 0,010 0,010 0,010 0,010 0,011
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
2 0,011 0,010 0,010 0,010 0,010
2 0,011 0,010 0,010 0,010 0,010
2 0,011 0,010 0,010 0,010 0,010
3 0,013 0,010 0,010 0,012 0,010
3 0,013 0,010 0,010 0,012 0,010
3 0,013 0,010 0,010 0,012 0,010
4 0,014 0,010 0,010 0,013 0,010
4 0,014 0,010 0,010 0,013 0,010
4 0,014 0,010 0,010 0,013 0,010
5 0,014 0,010 0,010 0,014 0,010
5 0,014 0,010 0,010 0,014 0,010
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5 0,014 0,010 0,010 0,014 0,010
6 0,015 0,012 0,012 0,015 0,012
6 0,015 0,011 0,011 0,015 0,011
6 0,015 0,012 0,012 0,015 0,012
7 0,016 0,013 0,013 0,015 0,013
7 0,016 0,012 0,012 0,015 0,012
7 0,016 0,013 0,013 0,015 0,013
8 0,016 0,013 0,013 0,015 0,013
8 0,016 0,013 0,013 0,016 0,013
8 0,016 0,013 0,013 0,015 0,013
9 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
9 0,017 0,014 0,014 0,016 0,014
9 0,018 0,013 0,013 0,015 0,016
10 0,020 0,016 0,013 0,016 0,017
10 0,020 0,015 0,013 0,016 0,018
10 0,020 0,016 0,013 0,016 0,017
11 0,024 0,016 0,014 0,016 0,018
11 0,024 0,017 0,014 0,016 0,018
11 0,024 0,016 0,014 0,016 0,018
12 0,031 0,016 0,015 0,016 0,019
12 0,029 0,017 0,015 0,016 0,019
12 0,031 0,016 0,015 0,016 0,019
13 0,037 0,017 0,015 0,017 0,020
13 0,037 0,017 0,016 0,017 0,021
13 0,037 0,017 0,015 0,017 0,020
14 0,043 0,018 0,016 0,018 0,022
14 0,043 0,017 0,016 0,017 0,022
14 0,043 0,018 0,016 0,018 0,022
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15 0,056 0,019 0,017 0,019 0,023
15 0,053 0,019 0,017 0,019 0,023
15 0,056 0,019 0,017 0,019 0,023
16 0,065 0,020 0,018 0,020 0,022
16 0,065 0,020 0,018 0,020 0,023
16 0,065 0,020 0,018 0,020 0,022
17 0,076 0,020 0,018 0,020 0,025
17 0,077 0,021 0,018 0,021 0,024
17 0,076 0,020 0,018 0,020 0,025
18 0,084 0,020 0,019 0,024 0,026
18 0,086 0,021 0,019 0,022 0,025
18 0,084 0,020 0,019 0,024 0,026
19 0,096 0,020 0,020 0,028 0,027
19 0,096 0,020 0,020 0,026 0,027
19 0,096 0,020 0,020 0,028 0,027
20 0,110 0,020 0,020 0,030 0,028
20 0,109 0,020 0,020 0,031 0,028
20 0,110 0,020 0,020 0,030 0,028
21 0,120 0,030 0,030 0,032 0,041
21 0,123 0,028 0,028 0,033 0,039
21 0,120 0,030 0,030 0,032 0,041
22 0,130 0,040 0,040 0,034 0,053
22 0,133 0,038 0,038 0,035 0,051
22 0,130 0,040 0,040 0,034 0,053
23 0,141 0,041 0,041 0,039 0,062
23 0,142 0,046 0,046 0,038 0,064
23 0,141 0,041 0,041 0,039 0,062
24 0,146 0,048 0,048 0,042 0,071
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24 0,149 0,049 0,049 0,043 0,073

24 0,146 0,048 0,048 0,042 0,071

25 0,151 0,054 0,054 0,045 0,080

25 0,154 0,054 0,054 0,046 0,081

25 0,151 0,054 0,054 0,045 0,080

Fago: GC1-C3
Tiempo DO600nm

(h)

Blanco Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI10 | MOI 100

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

3 0,014 0,010 0,010 0,010 0,012

3 0,013 0,010 0,010 0,010 0,011

3 0,014 0,010 0,010 0,010 0,012

4 0,014 0,014 0,010 0,010 0,013

4 0,015 0,012 0,010 0,010 0,013

4 0,014 0,014 0,010 0,010 0,013

5 0,014 0,014 0,010 0,010 0,013

5 0,014 0,015 0,010 0,010 0,013

5 0,014 0,014 0,010 0,010 0,013
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6 0,015 0,015 0,012 0,012 0,014
6 0,014 0,015 0,011 0,011 0,013
6 0,015 0,015 0,012 0,012 0,014
7 0,016 0,015 0,013 0,013 0,015
7 0,015 0,016 0,013 0,013 0,015
7 0,016 0,015 0,013 0,013 0,015
8 0,016 0,016 0,013 0,013 0,016
8 0,016 0,016 0,013 0,013 0,016
8 0,016 0,016 0,013 0,013 0,016
9 0,018 0,017 0,013 0,016 0,016
9 0,017 0,017 0,013 0,015 0,017
9 0,018 0,017 0,013 0,016 0,016
10 0,020 0,020 0,013 0,017 0,017
10 0,020 0,020 0,014 0,018 0,017
10 0,020 0,020 0,013 0,017 0,017
11 0,024 0,021 0,014 0,018 0,018
11 0,023 0,021 0,014 0,019 0,018
11 0,024 0,021 0,014 0,018 0,018
12 0,031 0,023 0,015 0,019 0,019
12 0,028 0,024 0,015 0,019 0,019
12 0,031 0,023 0,015 0,019 0,019
13 0,037 0,025 0,015 0,020 0,020
13 0,038 0,025 0,015 0,021 0,021
13 0,037 0,025 0,015 0,020 0,020
14 0,043 0,027 0,016 0,022 0,022
14 0,044 0,027 0,016 0,022 0,022
14 0,043 0,027 0,016 0,022 0,022
15 0,055 0,029 0,017 0,023 0,023
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15 0,053 0,029 0,017 0,023 0,023
15 0,055 0,029 0,017 0,023 0,023
16 0,065 0,030 0,018 0,022 0,022
16 0,065 0,030 0,018 0,023 0,023
16 0,065 0,030 0,018 0,022 0,022
17 0,076 0,032 0,018 0,025 0,025
17 0,078 0,032 0,018 0,024 0,024
17 0,076 0,032 0,018 0,025 0,025
18 0,084 0,034 0,019 0,026 0,026
18 0,087 0,034 0,019 0,025 0,025
18 0,084 0,034 0,019 0,026 0,026
19 0,096 0,036 0,020 0,027 0,027
19 0,096 0,036 0,020 0,027 0,027
19 0,096 0,036 0,020 0,027 0,027
20 0,111 0,037 0,020 0,028 0,027
20 0,107 0,037 0,020 0,028 0,028
20 0,111 0,037 0,020 0,028 0,027
21 0,120 0,039 0,030 0,041 0,029
21 0,123 0,039 0,026 0,036 0,029
21 0,120 0,039 0,030 0,041 0,029
22 0,130 0,046 0,040 0,053 0,030
22 0,133 0,044 0,037 0,050 0,030
22 0,130 0,046 0,040 0,053 0,030
23 0,141 0,047 0,041 0,062 0,031
23 0,143 0,046 0,040 0,056 0,031
23 0,141 0,047 0,041 0,062 0,031
24 0,146 0,050 0,048 0,071 0,032
24 0,146 0,051 0,051 0,077 0,033
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24 0,146 0,050 0,048 0,071 0,032

25 0,150 0,052 0,054 0,080 0,044

25 0,151 0,053 0,056 0,083 0,042

25 0,150 0,052 0,054 0,080 0,044

Fago: 16J-H2
Tiempo DO600nm
(h)

Blanco Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 MOI 100

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

0 0,010 0,010 0,010 0,011 0,011

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

1 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,011 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,011 0,010 0,010 0,010

2 0,010 0,011 0,010 0,010 0,010

3 0,014 0,013 0,014 0,010 0,012

3 0,012 0,012 0,012 0,010 0,011

3 0,014 0,013 0,014 0,010 0,012

4 0,014 0,014 0,014 0,010 0,013

4 0,014 0,014 0,014 0,010 0,013

4 0,014 0,014 0,014 0,010 0,013

5 0,015 0,014 0,014 0,010 0,013

5 0,015 0,014 0,014 0,010 0,013

5 0,015 0,014 0,014 0,010 0,013

6 0,016 0,015 0,015 0,012 0,014

97




6 0,016 0,015 0,015 0,011 0,014
6 0,016 0,015 0,015 0,012 0,014
7 0,016 0,016 0,016 0,013 0,015
7 0,016 0,016 0,015 0,013 0,015
7 0,016 0,016 0,016 0,013 0,015
8 0,018 0,016 0,016 0,013 0,016
8 0,018 0,016 0,016 0,013 0,016
8 0,018 0,016 0,016 0,013 0,016
9 0,020 0,018 0,018 0,016 0,027
9 0,020 0,017 0,017 0,015 0,022
9 0,020 0,018 0,018 0,016 0,027
10 0,024 0,020 0,020 0,017 0,029
10 0,024 0,020 0,020 0,018 0,032
10 0,024 0,020 0,020 0,017 0,029
11 0,031 0,024 0,024 0,018 0,029
11 0,031 0,025 0,024 0,018 0,031
11 0,031 0,025 0,024 0,018 0,029
12 0,037 0,031 0,031 0,019 0,032
12 0,037 0,030 0,030 0,019 0,031
12 0,037 0,031 0,031 0,019 0,032
13 0,043 0,037 0,037 0,020 0,035
13 0,044 0,038 0,038 0,021 0,035
13 0,043 0,037 0,037 0,020 0,035
14 0,054 0,044 0,043 0,022 0,045
14 0,052 0,043 0,043 0,022 0,039
14 0,054 0,043 0,043 0,022 0,045
15 0,058 0,056 0,055 0,023 0,060
15 0,060 0,053 0,053 0,023 0,054
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15 0,058 0,056 0,055 0,023 0,060
16 0,065 0,065 0,065 0,022 0,072
16 0,065 0,066 0,065 0,023 0,072
16 0,065 0,065 0,065 0,022 0,072
17 0,076 0,076 0,076 0,025 0,084
17 0,074 0,076 0,076 0,024 0,085
17 0,076 0,076 0,076 0,025 0,084
18 0,084 0,084 0,084 0,026 0,085
18 0,086 0,087 0,087 0,026 0,090
18 0,084 0,084 0,084 0,026 0,085
19 0,096 0,096 0,096 0,027 0,093
19 0,095 0,095 0,096 0,028 0,095
19 0,096 0,096 0,096 0,027 0,093
20 0,110 0,110 0,111 0,028 0,102
20 0,110 0,110 0,111 0,028 0,101
20 0,110 0,110 0,111 0,028 0,102
21 0,121 0,120 0,120 0,041 0,110
21 0,124 0,123 0,124 0,036 0,111
21 0,121 0,120 0,120 0,041 0,110
22 0,130 0,130 0,130 0,053 0,118
22 0,134 0,133 0,133 0,045 0,118
22 0,130 0,130 0,130 0,053 0,118
23 0,141 0,141 0,141 0,062 0,126
23 0,142 0,141 0,141 0,061 0,126
23 0,141 0,141 0,141 0,062 0,126
24 0,148 0,146 0,146 0,071 0,134
24 0,151 0,150 0,150 0,073 0,135
24 0,148 0,146 0,146 0,071 0,134
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25 0,152 0,151 0,150 0,080 0,142
25 0,158 0,157 0,156 0,082 0,143
25 0,152 0,151 0,150 0,080 0,142

AREAS BAJO LA CURVA CALCULADAS PARA CADA CINETICA DE CONTROL
EN MEDIO LIQUIDO

16J-B1
Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 MOI 100

0,01 0,01 0,01 0,01 0,0105
0,0105 0,0105 0,01 0,01 0,0105
0,01 0,01 0,01 0,01 0,0105
0,0105 0,0105 0,01 0,01 0,011
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
0,0125 0,0105 0,01 0,01115 0,01165
0,0115 0,01 0,01 0,0105 0,01115
0,012 0,01 0,01 0,01115 0,01115
0,014 0,01 0,01 0,0124 0,0124
0,014 0,0105 0,01 0,0115 0,0124
0,014 0,01 0,01 0,0124 0,0124
0,014 0,01 0,01 0,01225 0,0125
0,015 0,01155 0,01115 | 0,01325667 0,013225
0,014 0,01 0,01 0,0133 0,0126
0,0145 0,01105 0,01115 | 0,01325667 0,013225
0,015 0,0121 0,0124 | 0,01494619 0,014365
0,0145 0,01105 0,01115 | 0,01430667 0,013325
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0,015 0,0121 0,0123 | 0,01451333 0,01395
0,015 0,0121 0,0125 | 0,01537905 0,01478
0,015 0,0121 0,0124 | 0,01494619 0,014365
0,015 0,0121 0,0124 | 0,01494619 0,014365
0,0155 0,0122 0,0126 | 0,0151027 0,015195
0,0155 0,0122 0,0126 | 0,0151027 0,015195
0,0165 0,0123 0,0128 | 0,01538952 0,01561
0,016 0,0123 0,0127 | 0,01482635 0,01561
0,017 0,0124 0,0129 | 0,01511317 0,016025
0,018 0,0125 0,0131 0,0154 0,01644
0,017 0,0124 0,0129 | 0,01511317 0,016025
0,019 0,0126 | 0,01323333 | 0,01555883 0,016855
0,0205 0,01275 | 0,01323333 | 0,01555883 0,016855
0,021 0,0128 | 0,01368556 | 0,01570448 0,01727
0,022 0,0129 | 0,01381889 | 0,0158633 0,017685
0,027 | 0,01318333 | 0,01409651 | 0,01600895 0,0181
0,0275 | 0,01323333 | 0,01454873 | 0,0161546 0,018515
0,0275 | 0,01323333 | 0,01454873 | 0,0161546 0,018515
0,03275 | 0,01343333 | 0,01496516 | 0,01637308 | 0,0191375
0,034 | 0,01351667 | 0,01511317 | 0,0164459 0,019345
0,034 | 0,01351667 | 0,01511317 | 0,0164459 0,019345
0,03658333 | 0,01363889 | 0,01535066 | 0,01656728 | 0,01969083
0,04 | 0,01381667 | 0,01576492 | 0,01729578 0,020175

0,04 | 0,01381667 | 0,01576492 | 0,01729578 0,020175
0,04383333 | 0,01394286 | 0,01599489 | 0,01741022 | 0,02050107
0,049 | 0,01423333 | 0,01656492 0,0185 0,021005

0,049 | 0,01423333 | 0,01656492 0,0185 0,021005
0,05402381 | 0,0143805 | 0,01687602 | 0,01887959 | 0,02140447

101



0,06

0,01450667

0,01732587

0,01928275

0,021835

0,06

0,01450667

0,01732587

0,01928275

0,021835

0,06752381

0,01471805

0,01767981

0,01993351

0,02104155

0,0719881

0,01461325

0,01789891

0,01988709

0,02134645

0,07347619

0,01457832

0,01797194

0,01987162

0,02144808

0,08

0,01491788

0,0185

0,02211981

0,02211981

0,08282143

0,0149279

0,0187397

0,02273107

0,02284818

0,08556548

0,01497785

0,01902621

0,02366342

0,02383908

0,09

0,01752636

0,01928275

0,02588019

0,02588019

0,09187103

0,01690323

0,01976653

0,02766881

0,02757122

0,09258929

0,0176562

0,0196629

0,02745474

0,02739619

0,103

0,02

0,01990257

0,02886899

0,0276118

0,1040377

0,01983192

0,02055674

0,03113952

0,02852753

0,103

0,0205

0,01990257

0,02886899

0,0276118

0,11318878

0,0205

0,02045256

0,03085682

0,02746115

0,1155

0,02047867

0,02545688

0,03219487

0,02803619

0,115

0,02047867

0,02511981

0,03108624

0,02818476

0,12318878

0,02077637

0,03021293

0,03307406

0,02904849

0,12521323

0,02120793

0,03053239

0,03376659

0,02976576

0,125

0,02025504

0,03488019

0,03330349

0,0297721

0,1345

0,02189383

0,04053002

0,03670606

0,0400605

0,13542859

0,0229524

0,03418419

0,03678554

0,03344572

0,1345

0,02189383

0,04053002

0,03670606

0,0400605

0,142

0,02370455

0,04480968

0,04050373

0,04534266

0,14405844

0,02427388

0,0420179

0,04066022

0,04200965

0,142

0,02370455

0,04480968

0,04050373

0,04534266

0,147

0,0270871

0,0511446

0,04370874

0,04252066

0,15130679

0,02581913

0,05086919

0,04409469

0,04822011
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0,147 | 0,0270871 | 0,0511446 | 0,04370874 | 0,04252066

Suml 1,35509184 | 0,37350305 | 0,46478149 | 0,51175558 | 0,52841569

Sumz2 1,3932253 | 0,37676497 | 0,4672756 | 0,52293604 | 0,5331658

Sum3 1,39163095 | 0,37368822 | 0,47846777 | 0,52058694 | 0,53715083

16J-F5

Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 MOI 100

0,01 0,01 0,01 0,01 0,0105

0,01 0,01 0,01 0,01 0,0105

0,01 0,01 0,01 0,01 0,0105

0,0105 0,01 0,01 0,01 0,01

0,01028571 0,01 0,01 0,01 | 0,00978571

0,0105 0,01 0,01 0,01 0,01

0,012 0,01 0,01 0,01115 0,01

0,01178571 0,01 0,01 0,01115 | 0,00978571

0,012 0,01 0,01 0,01115 0,01

0,0135 0,01 0,01 0,0124 0,01

0,01358571 0,01 0,01 0,01257 | 0,00998571

0,0135 0,01 0,01 0,0124 0,01

0,014 0,01 0,01 0,0133 0,01

0,01430286 0,01 0,01 0,013384 | 0,00998286

0,014 0,01 0,01 0,0133 0,01

0,0145 0,01115 0,01115 | 0,01430667 0,01115

0,01484384 | 0,01041818 | 0,01041818 | 0,01443362 | 0,0104133

0,0145 0,01115 0,01115 | 0,01430667 0,01115

0,01525 0,0124 0,0124 | 0,01494619 0,0124

0,015431 | 0,01143007 | 0,01143007 | 0,01521024 | 0,01142725

103



0,01525 0,0124 0,0124 | 0,01494619 0,0124
0,01575 0,0126 0,0126 | 0,0151027 0,0126
0,01582155 | 0,01255134 | 0,01255134 | 0,01571031 | 0,01255178
0,01575 0,0126 0,0126 | 0,0151027 0,0126
0,017 0,0129 0,0129 | 0,01511317 0,01457
0,01647608 | 0,01334974 | 0,01334974 | 0,01602442 | 0,01377002
0,017 0,0129 0,0129 | 0,01511317 0,01457
0,019 | 0,01440883 | 0,01323333 | 0,01555883 0,01654
0,01844209 | 0,01433243 | 0,01354877 | 0,01590353 | 0,01606092
0,019 | 0,01440883 | 0,01323333 | 0,01555883 0,01654

0,022 | 0,0158633 | 0,01381889 | 0,0158633 0,017271
0,02197992 | 0,01595368 | 0,01384795 | 0,01588569 | 0,01779871
0,022 | 0,0158633 | 0,01381889 | 0,0158633 0,017271
0,0275 | 0,0161546 | 0,01454873 | 0,0161546 0,018533
0,0262668 | 0,01710367 | 0,01446187 | 0,01615295 | 0,01850721
0,0275 | 0,0161546 | 0,01454873 | 0,0161546 0,018533
0,034 | 0,0164459 | 0,01511317 | 0,0164459 0,019795
0,03266888 | 0,0171174 | 0,01510476 | 0,01641657 | 0,01980815
0,034 | 0,0164459 | 0,01511317 | 0,0164459 0,019795

0,04 | 0,01729578 | 0,01576492 | 0,01729578 0,021057
0,03999776 | 0,01715486 | 0,01582453 | 0,01695138 | 0,02116698
0,04 | 0,01729578 | 0,01576492 | 0,01729578 0,021057
0,0495 0,0185 | 0,01656492 0,0185 0,022319
0,04820258 | 0,01798751 | 0,01655238 | 0,01803205 | 0,02245261
0,0495 0,0185 | 0,01656492 0,0185 0,022319
0,0605 | 0,01928275 | 0,01732587 | 0,01928275 0,0226
0,05912979 | 0,0191938 | 0,01736074 | 0,01935626 | 0,02328741
0,0605 | 0,01928275 | 0,01732587 | 0,01928275 0,0226
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0,0705

0,01990257

0,01782587

0,01990257

0,02350958

0,0710144

0,02020288

0,01804445

0,02029447

0,02370826

0,0705

0,01990257

0,01782587

0,01990257

0,02350958

0,08

0,01990257

0,0185

0,02211981

0,02535542

0,08163088

0,02066151

0,01862447

0,02139718

0,02460603

0,08

0,01990257

0,0185

0,02211981

0,02535542

0,09

0,0195655

0,01928275

0,02588019

0,02652792

0,09118515

0,02045674

0,01925679

0,02395646

0,02616241

0,09

0,0195655

0,01928275

0,02588019

0,02652792

0,103

0,01990257

0,01990257

0,02886899

0,02770042

0,1026566

0,02001368

0,01997877

0,02820147

0,02774169

0,103

0,01990257

0,01990257

0,02886899

0,02770042

0,115

0,02511981

0,02511981

0,03108624

0,03479317

0,116337

0,02405256

0,02435386

0,03170878

0,03380731

0,115

0,02511981

0,02511981

0,03108624

0,03479317

0,125

0,03488019

0,03488019

0,03330349

0,04700301

0,12826457

0,03314401

0,03319961

0,03378131

0,04526499

0,125

0,03488019

0,03488019

0,03330349

0,04700301

0,1355

0,04053002

0,04053002

0,03670606

0,05717627

0,13770641

0,04203733

0,04204245

0,03646525

0,05776212

0,1355

0,04053002

0,04053002

0,03670606

0,05717627

0,1435

0,04480968

0,04480968

0,04050373

0,06611611

0,14556135

0,04727976

0,04727764

0,0404651

0,06854971

0,1435

0,04480968

0,04480968

0,04050373

0,06611611

0,1485

0,0511446

0,0511446

0,04370874

0,07505594

0,15128984

0,05122931

0,05122693

0,04448732

0,07698483

0,1485

0,0511446

0,0511446

0,04370874

0,07505594
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Sum1l 1,386 | 0,49275867 | 0,47741534 | 0,51749972 | 0,62257284

Sum2 1,39486649 | 0,49567048 | 0,4784553 | 0,51793835 | 0,62187169

Sum3 1,386 | 0,49275867 | 0,47741534 | 0,51749972 | 0,62257284

GC1-C3

Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 MOI 100

0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105

0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105

0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

0,01 0,01 0,01 | 0,00978571 | 0,00978571

0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

0,012 0,01 0,01 0,01 0,01115

0,01133333 0,01 0,01 | 0,00972857 | 0,01049524

0,012 0,01 0,01 0,01 0,01115

0,014 0,012 0,01 0,01 0,0124

0,01385714 0,011 0,01 | 0,00993418 | 0,01220204

0,014 0,012 0,01 0,01 0,0124

0,014 0,014 0,01 0,01 0,0126

0,01462857 0,0136 0,01 | 0,00998959 | 0,01291102

0,014 0,014 0,01 0,01 0,0126

0,0145 0,0145 0,01115 0,01115 0,013325

0,01434558 0,0152 | 0,01065714 | 0,01065615 | 0,01315343

0,0145 0,0145 0,01115 0,01115 0,013325

0,01525 | 0,01516667 0,0124 0,0124 0,014365

0,01496659 | 0,01536905 | 0,01212704 | 0,01212806 | 0,0140946

0,01525 | 0,01516667 0,0124 0,0124 0,014365

0,01575 | 0,01591071 0,0126 0,0126 0,015195
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0,0158174 | 0,01593461 | 0,01317354 | 0,01317387 | 0,01526155
0,01575 | 0,01591071 0,0126 0,0126 0,015195
0,017 | 0,01695437 0,0129 0,01457 0,016025
0,016699 | 0,01675082 | 0,01336832 | 0,01403631 | 0,0161777
0,017 | 0,01695437 0,0129 0,01457 0,016025
0,019 | 0,01871032 | 0,01323333 0,01654 0,01654
0,01872885 | 0,01848882 | 0,01342428 | 0,01620313 | 0,01675299
0,019 | 0,01871032 | 0,01323333 0,01654 0,01654
0,022 | 0,02074074 | 0,01381889 0,017271 0,017271
0,02151548 | 0,02062071 | 0,01371132 | 0,01825141 | 0,01726828
0,022 | 0,02074074 | 0,01381889 0,017271 0,017271
0,0275 | 0,02235946 | 0,01454873 0,018533 0,018533
0,02549285 | 0,02247706 | 0,01428287 | 0,01902014 | 0,01812111
0,0275 | 0,02235946 | 0,01454873 0,018533 0,018533
0,034 | 0,02411541 | 0,01511317 0,019795 0,019795
0,03311862 | 0,02446043 | 0,01506843 | 0,01998991 | 0,0196188
0,034 | 0,02411541 | 0,01511317 0,019795 0,019795

0,04 | 0,02587136 | 0,01576492 0,021057 0,021057
0,04086844 | 0,02611326 | 0,0157911 | 0,0212258 | 0,02119046
0,04 | 0,02587136 | 0,01576492 0,021057 0,021057

0,049 | 0,02762731 | 0,01656492 0,022319 0,022319
0,04835466 | 0,02772341 | 0,01653323 | 0,02240249 | 0,02250336
0,049 | 0,02762731 | 0,01656492 0,022319 0,022319

0,06 | 0,02938327 | 0,01732587 0,0226 0,0226
0,05910239 | 0,02955058 | 0,01738348 | 0,02322428 | 0,02331895
0,06 | 0,02938327 | 0,01732587 0,0226 0,0226
0,0705 | 0,03113922 | 0,01782587 | 0,02350958 | 0,02350958
0,07151568 | 0,03144596 | 0,01801523 0,023804 | 0,02382837
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0,0705

0,03113922

0,01782587

0,02350958

0,02350958

0,08

0,03289517

0,0185

0,02535542

0,02535542

0,08241225

0,03319719

0,01857478

0,02479907

0,0247996

0,08

0,03289517

0,0185

0,02535542

0,02535542

0,09

0,03465112

0,01928275

0,02652792

0,02652792

0,09133953

0,03478217

0,01923366

0,02634932

0,02634241

0,09

0,03465112

0,01928275

0,02652792

0,02652792

0,1035

0,03640708

0,01990257

0,02770042

0,02728869

0,1015826

0,03642126

0,01992353

0,02784578

0,02767603

0,1035

0,03640708

0,01990257

0,02770042

0,02728869

0,1155

0,03816303

0,02511981

0,03479317

0,02818476

0,11516611

0,03824034

0,02291454

0,03195032

0,02840292

0,1155

0,03816303

0,02511981

0,03479317

0,02818476

0,125

0,0425205

0,03488019

0,04700301

0,02945564

0,12788379

0,04142946

0,03138743

0,04290691

0,02937891

0,125

0,0425205

0,03488019

0,04700301

0,02945564

0,1355

0,04635767

0,04053002

0,05717627

0,03055213

0,13793958

0,04494036

0,03875122

0,05304491

0,03048906

0,1355

0,04635767

0,04053002

0,05717627

0,03055213

0,1435

0,04811362

0,04480968

0,06611611

0,03164643

0,14466195

0,04850083

0,04580468

0,06663166

0,03180925

0,1435

0,04811362

0,04480968

0,06611611

0,03164643

0,148

0,05091019

0,0511446

0,07505594

0,03801634

0,14881132

0,05193848

0,05380762

0,08007649

0,03733644

0,148

0,05091019

0,0511446

0,07505594

0,03801634

Suml

1,3855

0,64849722

0,47741534

0,62257284

0,5142119

Sum?2

1,39014171

0,64818481

0,47393346

0,61765809

0,51341825
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Sum3 1,3855 | 0,64849722 | 0,47741534 | 0,62257284 | 0,5142119
16J-H2
Control - MOI 0,1 MOI 1 MOI 10 MOI 100
0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105
0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105
0,01 0,01 0,01 0,0105 0,0105
0,01 0,0105 0,01 0,01 0,01
0,01 | 0,01028571 0,01 | 0,00978571 | 0,00978571
0,01 0,0105 0,01 0,01 0,01
0,012 0,012 0,012 0,01 0,01115
0,01088889 | 0,01130952 | 0,01088889 | 0,00954563 | 0,01005675
0,012 0,012 0,012 0,01 0,01115
0,014 0,0135 0,014 0,01 0,0124
0,01288889 | 0,01302381 | 0,01288889 | 0,00975992 | 0,01152103
0,014 0,0135 0,014 0,01 0,0124
0,0145 0,014 0,014 0,01 0,0126
0,0145 0,014 0,014 0,01 0,0126
0,0145 0,014 0,014 0,01 0,0126
0,01525 0,0145 0,0145 0,01115 0,013325
0,01549691 | 0,0145086 | 0,01446914 | 0,01056446 | 0,01323699
0,01525 0,0145 0,0145 0,01115 0,013325
0,01575 0,01525 0,01525 0,0124 0,014365
0,01617661 | 0,01526099 | 0,01521056 | 0,0119157 | 0,01423171
0,01575 0,01525 0,01525 0,0124 0,014365
0,017 0,01575 0,01575 0,0126 0,015195
0,01739323 | 0,01583413 | 0,01583048 | 0,01266708 | 0,01531824
0,017 0,01575 0,01575 0,0126 0,015195
0,019 0,017 0,017 0,01457 | 0,02153661
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0,01903547 | 0,01670677 | 0,01672457 | 0,01368428 | 0,01874282
0,019 0,017 0,017 0,01457 | 0,02153661
0,022 0,019 0,019 0,01654 | 0,02818476

0,02178632 | 0,01875003 | 0,01876263 | 0,01624613 | 0,02685632
0,022 0,019 0,019 0,01654 | 0,02818476

0,0275 0,022 0,022 0,017271 | 0,02918992
0,02755726 | 0,02262501 | 0,02215253 | 0,01785403 | 0,03138246
0,0275 0,0225 0,022 0,017271 | 0,02918992
0,034 0,0275 0,0275 0,018533 | 0,03090936

0,03433879 | 0,02756071 | 0,02687167 | 0,01848591 | 0,03090044

0,034 0,028 0,0275 0,018533 | 0,03090936

0,04 0,034 0,034 0,019795 | 0,03378098
0,04068053 | 0,03384357 | 0,03379677 | 0,01977894 | 0,03306726
0,04 0,034 0,034 0,019795 | 0,03378098

0,0485 0,0405 0,04 0,021057 | 0,04010839
0,04772827 | 0,04035976 | 0,04055179 | 0,02106388 | 0,03702886
0,0485 0,04 0,04 0,021057 | 0,04010839
0,056 0,05 0,049 0,022319 0,0525

0,05591599 | 0,04810652 | 0,04787051 | 0,02232601 | 0,04658444

0,056 0,0495 0,049 0,022319 0,0525

0,0615 0,0605 0,06 0,0226 | 0,06576107
0,06247247 | 0,05931281 | 0,05883172 | 0,02310014 | 0,06309117
0,0615 0,0605 0,06 0,0226 | 0,06576107
0,0705 0,0705 0,0705 | 0,02350958 | 0,07771794
0,06928985 | 0,07064558 | 0,07054185 | 0,02338209 | 0,07835914
0,0705 0,0705 0,0705 | 0,02350958 | 0,07771794

0,08 0,08 0,08 | 0,02535542 | 0,0845352
0,08012765 | 0,08123487 | 0,08137526 | 0,02505663 | 0,08728394
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0,08 0,08 0,08 | 0,02535542 | 0,0845352

0,09 0,09 0,09 | 0,02652792 | 0,08925214

0,09085402 | 0,09109154 | 0,09115841 | 0,02704501 | 0,09244285

0,09 0,09 0,09 | 0,02652792 | 0,08925214

0,103 0,103 0,1035 | 0,02770042 | 0,09744313

0,10264772 | 0,10265332 | 0,10303391 | 0,02799779 | 0,09815905

0,103 0,103 0,1035 | 0,02770042 | 0,09744313

0,1155 0,115 0,1155 | 0,03479317 | 0,10563411

0,11673832 | 0,11642551 | 0,11714312 | 0,0319548 | 0,10597471

0,1155 0,115 0,1155 | 0,03479317 | 0,10563411

0,1255 0,125 0,125 | 0,04700301 | 0,1138251

0,12858363 | 0,12797404 | 0,12858337 | 0,04034686 | 0,11413228

0,1255 0,125 0,125 | 0,04700301 | 0,1138251

0,1355 0,1355 0,1355 | 0,05717627 | 0,12201608

0,13770037 | 0,13718639 | 0,13732333 | 0,05326866 | 0,12193783

0,1355 0,1355 0,1355 | 0,05717627 | 0,12201608

0,1445 0,1435 0,1435 | 0,06611611 | 0,13020707

0,14631588 | 0,14579994 | 0,14558688 | 0,06699408 | 0,13048083

0,1445 0,1435 0,1435 | 0,06611611 | 0,13020707

0,15 0,1485 0,148 | 0,07505594 | 0,13839806

0,15428658 | 0,15335122 | 0,15295379 | 0,07742046 | 0,13891351

0,15 0,1485 0,148 | 0,07505594 | 0,13839806

Suml 1,4315 1,387 1,3855 | 0,62257284 | 1,36053493
Sum2 1,44340367 | 1,39785037 | 1,39655005 | 0,61074422 | 1,35258834
Sum3 1,4315 1,387 1,3855 | 0,62257284 | 1,36053493

ANOVA de un solo factor: ABC vs. Bacteriofago
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Meétodo

Hipotesis Todas las medias
nula son iguales
Hipotesis No todas las
alterna medias son iguales
Nivel de a = 0,0000100000
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles | VValores

Bacteriofago | 17 Control; o1 MDI 0,1; 1 MDI 1; 1 MDI 10;
¢1 MDI 100; 92 MDI10,1; @2

MDI 1; 92 MDI 10; 92 MDI 100; ¢3 MDI
0,1; 93 MDI 1; 3 MDI 10; 3 MDI

100; o4 MDI 0,1; o4 MDI 1; ¢4 MDI 10; ¢4
MDI 100

Andlisis de Varianza

Fuente GL | SC MC Valor | Valor
Ajust. | Ajust. F p

Bacteriéfago | 16 | 10,3257 | 0,645354 | 3734,99 | 0,000
Error 43 | 0,0074 | 0,000173
Total 59 |10,3331

Resumen del modelo

S R- R-cuad. R-

cuad. | (ajustado) | cuad.

(pred)
0,0131448 | 99,93% | 99,90% 99,91%
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Medias

Bacteriofago | N | Media Desv.Est. | IC de
99,999%
Control 12 1 1,39786 | 0,02501 | (1,37888;
1,41685)
ol MDIO,1 |3 |0,37465 |0,00183 | (0,33668;
0,41263)
¢l MDI 1 3 |0,47017 |0,00729 | (0,43220;
0,50815)
el MDI10 |3 |0,51843 |0,00590 | (0,48045;
0,55640)
el MDI 100 |3 |0,53291 |0,00437 | (0,49494;
0,57088)
¢2MDIO0,1 |3 |0,493729 | 0,001681 | (0,455755;
0,531703)
¢2 MDI 1 3 |0,477762 | 0,000600 | (0,439788;
0,515736)
e2MDI10 |3 |0,517646 | 0,000253 | (0,479672;
0,555620)
¢2MDI 100 |3 |0,622339 | 0,000405 | (0,584365;
0,660313)
¢3MDIO,1 |3 |0,648393 | 0,000180 | (0,610419;
0,686367)
@3 MDI 1 3 |0,47625 |0,00201 | (0,43828;
0,51423)
e3MDI10 |3 |0,62093 | 0,00284 | (0,58296;
0,65891)

113



@3 MDI100 |3 |0,513947 | 0,000458 | (0,475973;
0,551921)
¢4 MDIO,1 |3 |1,39062 |0,00626 | (1,35264;
1,42859)
¢4 MDI1 |3 |1,38918 |0,00638 | (1,35121;
1,42716)
¢4 MDI 10 |3 |0,61863 |0,00683 | (0,58066;
0,65660)
¢4 MDI 100 |3 |1,35789 |0,00459 | (1,31991;
1,39586)

Desv.Est. agrupada = 0,0131448

Comparaciones multiples de Dunnett con un control

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Bacteriofago | N | Media Agrupacién
Control 12 11,39786 | A
(control)

¢4 MDIO,1 |3 |1,39062 | A
¢4 MDI 1 3 1138918 | A
¢4 MDI100 |3 | 1,35789

3 MDIO,1 |3 |0,648393
¢2MDI 100 |3 |0,622339

¢3 MDI 10 3 |0,62093

¢4 MDI 10 3 |0,61863

¢l MDI100 |3 |0,53291

el MDI10 |3 |0,51843

¢2 MDI 10 3 |0,517646

@3 MDI 100 |3 |0,513947
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2 MDIO,I |3 |0,493729
@2MDI1 |3 |0,477762
@3MDI1 |3 |0,47625
el MDI1 |3 |0,47017
@l MDIO,1 |3 |0,37465

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media

del

nivel de control.

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel — Media de control

Diferencia de | Diferencia | EE de IC de 95% | Valor | Valor p

niveles de las diferencia T ajustado
medias

¢l MDIO,1- |-1,02321 | 0,00848 (-1,04943; |- 0,000

Control -0,99699) | 120,59

el MDI 1 - -0,92769 | 0,00848 (-0,95391; |- 0,000

Control -0,90147) | 109,33

el MDI10- |-0,87944 | 0,00848 (-0,90566; | - 0,000

Control -0,85322) | 103,65

¢l MDI 100 - | -0,86495 | 0,00848 (-0,89117; |- 0,000

Control -0,83873) | 101,94

¢2MDI 0,1 - |-0,90413 | 0,00848 (-0,93035; |- 0,000

Control -0,87792) | 106,56

¢2MDI 1 - -0,92010 | 0,00848 (-0,94632; |- 0,000

Control -0,89388) | 108,44

¢2MDI10- |-0,88022 | 0,00848 (-0,90644; | - 0,000

Control -0,85400) | 103,74

@2 MDI 100 - | -0,77552 | 0,00848 (-0,80174; |-91,40 | 0,000

Control -0,74931)
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¢3MDIO,1- |-0,74947 | 0,00848 (-0,77569; | -88,33 | 0,000
Control -0,72325)

¢3MDI 1 - -0,92161 | 0,00848 (-0,94783; |- 0,000
Control -0,89539) | 108,62
e3MDI10- |-0,77693 | 0,00848 (-0,80315; |-91,57 | 0,000
Control -0,75071)

¢3MDI 100 - |-0,88392 | 0,00848 (-0,91013; |- 0,000
Control -0,85770) | 104,17

¢4 MDI 0,1 - |-0,00725 | 0,00848 (-0,03346; |-0,85 | 0,999
Control 0,01897)

04 MDI 1 - -0,00868 | 0,00848 (-0,03490; |-1,02 | 0,993
Control 0,01754)

o4 MDI 10- | -0,77923 | 0,00848 (-0,80545; |-91,84 | 0,000
Control -0,75302)

¢4 MDI 100 - | -0,03998 | 0,00848 (-0,06620; |-4,71 | 0,000
Control -0,01376)

Nivel de confianza individual = 99,65%
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ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABC

@1 MDI 0,1 - Control
@1 MDI 1 - Control
p1 MDI 10 - Control 4
1 MDI 100 - Control
p2 MDI 0,1 - Control
@2 MDI 1 - Contral
p2 MDI 10 - Control
2 MDI 100 - Control
3 MDI 0,1 - Control
@3 MDI 1 - Contral
3 MDI 10 - Control -
3 MDI 100 - Control
p4 MDI 0,1 - Control
@4 MDI 1 - Contral
p4 MDI 10 - Control -

=3
=]

@4 MDI 100 - Contral
-1,2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2
S un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de

la media de control.

Gréfica de intervalos de ABC vs. Bacteriéfago
99,999% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,
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Porcentaje

Frecuencia

Griéficas de residuos para ABC

Grafica de probabilidad normal
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