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Resumen

El establecimiento de bancos de bacteridéfagos en paises en vias de desarrollo prometen ser
una alternativa para el control de la diseminacion de bacterias patdgenas que contaminan
distintos entornos como aguas de consumo, aguas de riego y cultivos. La disponibilidad de
estas nuevas herramientas bioldgicas de control, permitirian mitigar el impacto de la
resistencia antimicrobiana en la salud humana y ambiental, ofreciendo una solucion
sostenible y econdmica para gestionar la resistencia a los antimicrobianos en regiones con
recursos limitados. El objetivo de esta investigacion es establecer un banco de
bacteriofagos liticos como potenciales controladores bioldgicos eficaces contra la

proliferacion de cepas de Escherichia coli resistentes a antibioticos.

En este sentido, se han aislado fagos que controlan cepas de E. coli resistente a antibioticos
de sitios problema como ser el rio La Paz y cultivos vegetales regados con estas aguas,
Cuyas concentraciones superan en ambos casos hasta cuatro érdenes logaritmicos al limite
permisible establecido tanto para aguas clase D (Reglamento de Materia de
Contaminacion Hidrica - Ley del Medio Ambiente N° 1333) y los parametros
determinados por el CODEX alimentarius. Finalmente, se aislaron también fagos que
controlan cepas de E.coli presentes en heces de aves de corral, cuya manipulacion y
condiciones de manejo contribuyen a la contaminacion por bacterias multidrogo-

resistentes.

Cinco fagos fueron caracterizados mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM), clasificAndolos como Myoviridae. Estos fagos demostraron estabilidad a
temperatura que van desde -20°C hasta 60°C y en un rango de pH de 3 a 10. Son efectivos
contra cepas de E. coli multidrogo-resistentes habiendo determinado que 32/40 de las
cepas aisladas de diferentes nichos, presentaron fenotipos de resistencia a multiples
antibidticos como ampicilina, amikacina, gentamicina, cefotaxima, &cido nalidixico,
ciprofloxacina, cefepime y amoxicilina-acido clavulanico (antibiéticos considerados
como criticos en el tratamiento de infecciones humanas OMS). Estos hallazgos sugieren
que los fagos aislados podrian servir como agentes de control biolégico prometedores

para combatir la resistencia antimicrobiana en E. coli.

Este es el primer paso a la institucion de un banco de bacteri6fagos que permiten la
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coleccion de fagos de amplio rango de hospedero para su aplicacién potencial y

posteriores estudios de produccion de enzimas liticas.

Palabras clave: Banco de bacteriéfagos, resistencia antimicrobiana, bioindicador,
Escherichia coli.

Abstract

The establishment of bacteriophage banks in developing countries promises to be an
alternative for controlling the spread of pathogenic bacteria that contaminate different
environments such as drinking water, irrigation water and crops. The availability of these
new biological control tools would mitigate the impact of antimicrobial resistance on
human and environmental health, offering a sustainable and cost-effective solution to
manage antimicrobial resistance in resource-limited regions. The objective of this research
is to establish a bank of lytic bacteriophages as potential effective biological controllers

against the proliferation of antibiotic resistant Escherichia coli strains.

In this sense, phages that control antibiotic-resistant E. coli strains have been isolated from
problem sites such as La Paz river and vegetable crops irrigated with these waters, whose
concentrations exceed in both cases up to four logarithmic orders the permissible limit
established for both class D waters (Regulation on Water Pollution - Environmental Law
No. 1333) and the parameters determined by the CODEX alimentarius. Finally, phages that
control E. coli strains present in poultry feces were also isolated. Handling conditions of

these birds contribute to contamination by multidrug-resistant bacteria.

Five phages were characterized by transmission electron microscopy (TEM), classifying
them as Myoviridae. These phages showed stability at temperatures ranging from -20°C to
60°C and in a pH range of 3 to 10. They are effective controlling E.coli strains isolated
from different niches, considering that 32/40 of these strains showed antimicrobial
resistance phenotypes to multiple antibiotics such as ampicillin, amikacin, gentamicin,
cefotaxime, nalidixic acid, ciprofloxacin, cefepime and amoxicillin-clavulanic acid
(antibiotics considered critical in the treatment of human infections WHO). These findings

suggest that the isolated phages could serve as promising biological control agents to
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control antimicrobial resistance in E. coli.

This is the first step towards the institution of a bacteriophage bank that allows the
collection of broad host range phages for potential application and further lytic enzyme
production studies.

Key words: Bacteriophage bank, antimicrobial resistance, bioindicator, Escherichia coli.
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l. Planteamiento del problema

La contaminacion del agua es un problema ambiental en todo el mundo, especialmente en
los paises en desarrollo y, a pesar de que en los ultimos afios se ha mejorado el tratamiento
de aguas residuales, atn sigue siendo un desafio de sostenibilidad de alta prioridad. La
contaminacion de los rios, lagos y mares es afectada por diversas fuentes antropogénicas
como descargas de aguas residuales hospitalarias, efluentes municipales e industriales,
productos quimicos domésticos, escorrentias agricolas, siendo la calidad del agua el
problema maés frecuente a nivel mundial debido a la disposicion de aguas residuales sin
tratamiento (Stanton et al., 2022). Estas descargas contienen una gran cantidad de
microorganismos patdgenos, genes de resistencia a antibioticos, productos quimicos como
detergentes, materia fecal, restos de alimentos y, entre otros tipos de basura, residuos tales
como papeles, plasticos, latas y vidrios. Aproximadamente el 90% de todas las aguas
residuales en los paises en desarrollo se vierten a los recursos hidricos sin ningun
tratamiento previo; de este porcentaje el 44% de las aguas residuales son generadas en las
viviendas (du Plessis, 2022; UNESCO, 2021). Actualmente, mas de 2 mil millones de
personas utilizan una fuente de agua potable contaminada con heces, incluidos 144

millones que dependen del agua superficial (Wang et al., 2022).

En este contexto, es evidente que algunos rios presentan altas concentraciones de materia
organica y nutrientes, altos niveles de contaminacion por metales pesados y altos niveles
de contaminacion con coliformes fecales que incluyen: Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Edwardsiella y Citrobacter, bacterias que viven como saprofitos
independientes. Dentro de estos rios se encuentra el rio Ganges en la India que abastece a
mas de 38 millones de personas convirtiéndola en una fuente vital para innumerables
comunidades. Sin embargo, en enero de 2023 se registraron cantidades peligrosas de
coliformes catalogandolo como el rio mas contaminado del mundo, sobre todo por la
presencia de coliformes fecales (Acharya, 2023; du Plessis, 2022). Segun el Programa
Conjunto de Monitoreo (JMP) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en los
paises de ingresos bajos y medianos, el monitoreo del agua potable apenas esté cubierto
por los programas nacionales de agua potable; esto en base a datos del afio 2020, que

sefialan que un alto porcentaje de la poblacion depende de fuentes de agua contaminadas
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con heces (OMS, 2022).

En Latinoamérica, varios paises enfrentan desafios relacionados con la presencia de
coliformes totales y fecales en el suministro de agua potable y en fuentes de agua
superficial. En Brasil, durante el periodo de 2014 a 2019 los datos mostraron que
coliformes totales y E. coli estaban presentes en el 60% y el 30% de las muestras de agua
potable analizadas en &reas rurales, respectivamente (Borja-serrano et al., 2020). Un
estudio realizado en los rios de Ecuador mostré concentraciones tanto de E. coli como de
coliformes totales que superaron la concentracion maxima permitida, segin la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA) para aguas dulces destinadas a
contacto total o parcial con humanos (Andueza, 2021). Las directrices de la OMS
recomiendan que la cantidad de coliformes totales y fecales sea 0 UFC/100 mL (Unidades
Formadoras de Colonias/mililitro) para las fuentes de suministro de agua potable, (Borja-
serrano et al., 2020; Supply, n.d.).

La OMS sefiala a Escherichia coli como un indicador fecal mas factible y eficaz para
monitorear la calidad del agua. Aunque la mayoria de las cepas de E. coli son saprofitas,
es crucial reconocer que ciertas variantes pueden ser patdgenas tanto para humanos como
para animales, representando asi un riesgo significativo para la salud publica (Aabed et al.,
2021; OMS, 2022). Varios estudios han identificado en aguas diferentes patotipos como la
E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli productora de
toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y un subgrupo de E. coli
enterohemorragica (EHEC). ETEC se encuentra entre los 10 principales agentes
promotores de diarrea en el mundo causando més de 50.000 muertes anuales y 223 millones
de casos por afio (Toledo et al., 2023). En Bolivia, alrededor del 21% de los nifios menores
de 5 afios sufren de diarrea aguda al menos una vez al afio. Esta condicidn contribuye a una
tasa de mortalidad de 3,13 muertes por cada 1,000 nifios anualmente, una de las mas altas

del hemisferio occidental. (Guzman-otazo et al., 2019; Roxana & Castillo, 2015).

La ciudad de La Paz — Bolivia, por su topografia, no cuenta con un sistema de tratamiento
de aguas residuales, por lo tanto, todas las aguas residuales domésticas, publicas,
comerciales, industriales y hospitalarias desembocan en los rios que circundan la ciudad y

representan una fuente de contaminacion hidrica de consideracion afectando la salud
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humana (Poma et al., 2016). Un estudio realizado en el rio La Paz, en los afios 2021 — 2022,
ha determinado concentraciones altas de E. coli (1-10” UFC/100 mL) por encima del valor
maximo aceptable de acuerdo a la normativa boliviana y, el perfil de resistencia
antimicrobiana de estas cepas refleja que hay una resistencia sobre todo a azitromicina,
acido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacina, amikacina y gentamicina, incluidos cepas
con genes BLEE (resistencia a betalactamicos de espectro extendidos) considerandolas
multidrogo-resistentes (MDR) (datos no publicados del 1IFB). Segun la normativa
boliviana de Control de Calidad del Agua para Consumo Humano, las aguas del rio La Paz
sobre todo las que circundan Rio Abajo son consideradas como “clase D” (aguas de mala
calidad) (Liberman et al., 2021). Sin embargo, estas aguas son utilizadas sin previo
tratamiento para el riego de verduras en la zona de Rio Abajo, ocasionando una
contaminacion de las mismas que luego son expendidas en los mercados del municipio de
La Paz (Poma et al., 2016).

Estudios realizados entre los afios 2007 y 2010 en Bolivia mostraron la prevalencia de
EAEC (11,2%) y ETEC (6,6%), como los patotipos de Escherichia coli diarrogenicas mas
prevalentes en muestras fecales de nifios con diarrea, seguidas de EPEC (5,8%); mismas
cepas presentaban altas tasas de resistencia a los antibidticos, en particular resistencia a
ampicilina, trimetropin sulfametoxazol y tetraciclina (Gonzales et al., 2013; Guzman-
otazo et al., 2019; Yohans et al., 2022). En 2019, un estudio realizado en la cuenca del rio
La Paz y suelos se encontré en abundancia genes que codifican enterobacterias y ETEC
seguido de EAEC, EIEC, Salmonella y EPEC, ademas de diversos genes de resistencia a
los antibidticos incluidos genes ESBL (resistencia a betalactamicos de espectro ampliado)
como bla OXA-1 (resistencia a betalactdmicos), bla TEM-1 (resistencia a penicilinas) y bla
CTX-M-3 (resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion) (Guzman-otazo et al.,
2019). Asi también, reportes del Instituto Nacional de Laboratorios de Salud (INLASA)
a traves de la Red de laboratorios Oficiales de Anélisis de Alimentos (RELOAA) el 2016,
determinaron la presencia de coliformes totales y E. coli en alimentos de consumo masivo
y una mayor resistencia a acido nalidixico, tetraciclina y trimetropim sulfametoxasol

(Boletinreloaa, n.d.).
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A. Justificacion
El impacto antropogénico evidenciado por E. coli fecal MDR en aguas del rio La Paz
determina un riesgo potencial de infeccién por transmision mediante agua y alimentos,
debido a que estas aguas son utilizadas para consumo propio y como fuentes acuiferas de
riego de cultivos, mismos que son comercializados en la propia ciudad de La Paz y El
Alto, hecho que se ha asociado con brotes de diarrea por el consumo de estos productos

agricolas distribuidos en los mercados de la ciudad (Poma et al., 2016).

A nivel mundial se ha determinado adoptar estrategias de mitigacién de la concentracion
de E coli en aguas residuales y superficiales, principalmente por el riesgo de infecciones
transmitidas por agua y alimentos. En este sentido, entre las alternativas de control del
crecimiento de E coli se encuentra el uso de productos quimicos desinfectantes como el
cloro y la cloramina, asi como la exposicion a la luz ultravioleta. También, existen
técnicas de filtracion, como la ultrafiltracion y la nanofiltracion, empleo de plantas
acuaticas y de microorganismos, incluyendo el uso de bacteri6fagos como agentes de
control biologico, siendo esta Ultima una alternativa amigable con el medio ambiente,

barata, y especifica (Hernandez-Crespo et al., 2022).

Dentro del marco de las nuevas innovaciones biotecnoldgicas, los bacteriéfagos estan
siendo considerados como una alternativa prometedora para mejorar y monitorear el
tratamiento de aguas residuales. La aplicacion de bacteriofagos para mitigar la
diseminacion de cepas patdgenas o cepas MDR, se ha convertido en los Gltimos afios
como una alternativa amigable con el medio ambiente, econémicamente rentable y con
una especificidad para atacar y lisar bacterias (Sattar et al., 2023). Esta especificidad de
los bacteri6fagos permite que puedan dirigirse selectivamente a las bacterias patogenas
sin afectar a las bacterias que promueven la sostenibilidad ambiental. Ademas, los
bacteri6fagos son naturalmente abundantes en el medio ambiente y pueden replicarse en
presencia de sus bacterias hospederas, lo que los convierte en agentes efectivos para

controlar poblaciones bacterianas (Venturini et al., 2022).

Un banco de bacteriofagos brinda una mayor flexibilidad para seleccionar y probar
diferentes fagos contra una amplia gama de bacterias patdgenas y reduce el riesgo de
generar resistencia bacteriana (Gordillo Altamirano & Barr, 2019). El papel de los fagos
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en plantas de tratamiento de aguas residuales ha sido de creciente interés para evaluar el
impacto de los fagos en las comunidades bacterianas y, en consecuencia, la eficiencia del
proceso Yy la calidad del efluente. Varios paises como Rusia, Estados Unidos, Israel y
paises de la Union Europea estan investigando y desarrollando tecnologias de tratamiento
de aguas residuales que incluyen el uso de bacteriéfagos, como parte de esfuerzos mas
amplios para mejorar la eficiencia y la sostenibilidad de los sistemas de tratamiento de
aguas (Runa et al., 2021).

El presente estudio, estara dirigido a caracterizar parcialmente bacteriéfagos aislados de
muestras ambientales de agua residual, superficial y sedimentos, verduras y heces de aves
de corral. Para dicho propdsito se aislaran bacteriéfagos de las muestras de agua utilizando
técnicas de filtracion y cultivo en placas de agar con bacterias hospederas previamente
aisladas y caracterizadas en cuanto a su fenotipo de resistencia antimicrobiana. La
caracterizacion de los bacteriéfagos aislados consistird especificamente en la
determinacién de la capacidad infectiva y multiplicidad de infeccion, asi como su
estabilidad en diferentes condiciones como cambios de pH o temperatura, determinacion
del rango de hospedero, determinacion de la morfologia viral mediante microscopia
electronica de transmision. Esta caracterizacion parcial sera fundamental para comprender
la funcionalidad de los bacteri6fagos presentes en estas muestras. Este conjunto diverso
de fagos puede formar la base de un coctel de fagos que, potencialmente determinaria una
mejor eficacia para controlar la diseminacion de bacterias y la aparicion de resistencia a
los fagos (Ghose & Euler, 2020; Morris et al. & et al., 2015).

La coleccidn de todos los bacteriéfagos caracterizados, permitira establecer una fagoteca
especifica para el control de cepas de Escherichia coli MDR que podrian luego ser
utilizadas entre otras potenciales aplicaciones, principalmente para el tratamiento de

excretas y aguas residuales con altas concentraciones de E.coli fecal MDR.

21



B. Objetivos
1. Objetivo general

Establecer un banco de bacteriofagos liticos como potenciales controladores bioldgicos

eficaces contra la proliferacion de cepas de Escherichia coli resistentes a antibioticos.

2. Obijetivos especificos
1. Caracterizar cepas de E.coli, aisladas de muestras de aguas, suelos
contaminados de granjas avicolas y cultivos agricolas, como
bioindicadores de contaminacion fecal y de resistencia

antimicrobiana.

2. Caracterizar bacteriofagos, aislados a partir de muestras de aguas y
suelos contaminados de granjas avicolas y cultivos agricolas, como
potenciales controladores de la proliferacion de cepas aisladas de E.

coli resistentes a antibioéticos.

3. Evaluar la capacidad litica de un bacteriéfago aislado como modelo de

caracterizacion de la eficiencia como controlador bioldgico.

Il. Diseno Tedrico

A. Marco Referencial

1. Antecedentes generales sobre el problema de estudio.

El uso de aguas residuales sin tratamiento previo en actividades agricolas e industriales
puede causar la propagacion de bacterias patogenas. Dentro de estas bacterias se encuentra
E.coli, un tipo de bacteria Gram negativa asociada al orden Enterobacteriales y la familia
Enterobacteriaceae. Este microorganismo es el principal agente causante de infecciones
gastrointestinales y urinarias en humanos. Ademas, E. coli es un bioindicador crucial de
contaminacion fecal en agua, alimentos y productos agricolas, sefialando la presencia de

coliformes fecales en estas matrices (Maal et al., 2015).

Entre las diferentes especies bacterianas, E. coli es uno de los patdgenos transmitidos por

agua y alimentos que ha generado resistencia a maltiples antibiéticos, y hoy en dia es un
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problema de salud publica (Montso et al., 2019). Se ha demostrado que E. coli puede tener
una gran resistencia a muchos de los antibioticos utilizados por los seres humanos, esto
puede deberse en parte a la alta tasa de adquisicion de genes y la capacidad de

transferencia horizontal de genes que poseen las cepas de E. coli (Kakooza et al., 2023).

Hasta el 2019, se han reportado alrededor de 5 millones de muertes debidas a infecciones
bacterianas resistentes a antibioticos y para el 2050 se prevé que mas de 10 millones de
personas moriran cada afio debido a infecciones por cepas bacterianas MDRs (Chuppava
et al.,, 2019). Dentro de este contexto, algunas de las cepas de E. coli producen
betalactamasas de espectro extendido y metalo-p-lactamasas, enzimas que hacen que E.
coli sea resistente a varios antibidticos, incluyendo los carbapenémicos, que han sido
considerados como el ultimo recurso para tratar infecciones graves causadas por E. coli
MDR (Amarillas et al., 2017). En este sentido el control de la diseminacion de cepas
MDRs en el medio ambiente debe ser una politica prioritaria de salud publica.

La OMS sefald que actualmente 90 antibidticos estan en fase de desarrollo clinico; sin
embargo, ninguno resuelve el problema de la multidrogo-resistencia de las bacterias de
importancia. El escaso avance en la sintesis de nuevos antibidticos resalta la urgencia de
explorar métodos innovadores para tratar infecciones bacterianas. El informe de la OMS
de 2020 sobre productos en proceso de desarrollo, ofrece una perspectiva nueva al
presentar 27 tratamientos antibacterianos no convencionales en distintas etapas de
desarrollo. Estos tratamientos incluyen desde anticuerpos hasta bacteri6fagos (OMS,
2022). El uso de bacteriéfagos como agentes de control bioldgico contra cepas de E. coli

resistentes a antibioticos ha mostrado avances significativos en los ultimos afios.

Varios estudios evidencian que las cepas de E. coli productoras de BLEE pueden ser
eliminadas con el uso de bacteridfagos disponibles comercialmente y aislados en
laboratorio. El estudio realizado por Xu et al., (2018), destaca el descubrimiento de un
bacteri6fago denominado vB_EcoS-B2 aislado de aguas residuales que exhibe actividad
litica contra cepas de E. coli resistentes a multiples antibidticos. Ademas, segun los
analisis gendmicos, revelaron la ausencia de genes relacionados con proteinas integrasa,
represoras y antirrepresoras en este bacteriofagos, lo que sugiere su potencial efectividad

como agente terapéutico. Otro estudio determind que el bacteriéfago denominado LM33-
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P1 puede infectar eficientemente cepas de E. coli resistentes a pB-lactamicos y

fluoroquinolonas tanto in vitro como in vivo (Dufour et al., 2016).

Otros estudios han investigado estrategias para la reduccién de contaminacion por E. coli
en alimentos, mediante el uso de cocteles 0 mezclas de bacteriéfagos demostrando una
disminucion significativa de cepas de E. coli 0127:H6 en leche (McLean et al., 2013).
Este enfoque también se ha aplicado con éxito en la reduccién de la contaminacion por E.
coli con un céctel bacteriéfagos en verduras de hojas verdes almacenadas en envases
(Boyacioglu et al., 2013).

Estos estudios destacan el potencial de los bacteri6fagos como una alternativa
prometedora en el control de cepas de E. coli resistentes a antibiéticos y en la reduccion
de la contaminacion por esta bacteria en alimentos, lo que subraya la importancia de
continuar investigando en este campo para desarrollar estrategias preventivas efectivas.
Sin embargo, es esencial abordar desafios especificos, como la variabilidad genética de
las bacterias MDR y la necesidad de estrategias de tratamiento adaptadas a condiciones

ambientales particulares.

2. Descripcion del ambito de estudio

El estudio estd comprendido dentro del &mbito de la microbiologia y biotecnologia
ambiental con la finalidad de aportar conocimiento sobre: 1) El estudio a nivel de
laboratorio acerca del potencial de bacteriofagos ambientales para el control del
crecimiento de cepas MDRs, 2) Descripcion de la resistencia antimicrobiana de cepas de
E. coli aisladas de muestras de heces de aves de corral, sedimentos de rios y cultivos
agricolas obtenidas de granjas avicolas, Rio La Paz y EI Palomar colectadas en las
localidades de Sorata, Rio abajo y Mecapaca respectivamente, durante el periodo
comprendido del 2022-2023.

El estudio forma parte del proyecto “Control bioldgico de los principales patogenos
trasmitidos por alimentos con el uso de bacterioéfagos” soportado por el convenio entre la
Cooperacion Sueca Asdi y la UMSA desarrollado en el area de Bioquimica Molecular en

el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas (11FB).
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B. Marco Tebrico

La resistencia a los antibidticos se ha convertido en un problema grave de salud publica en
todo el mundo, con serias implicaciones clinicas relacionadas con altas tasas de mortalidad,
morbilidad y ademas riesgos ecoldgicos y ambientales (Tellez-Carrasquilla et al., 2023).
La OMS sefiala que la resistencia a los antibidticos es una de las mayores amenazas para
la salud publica. Ademas, dio a conocer una lista mundial de bacterias resistentes a los
antibioticos para intensificar la investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos contra
las bacterias resistentes. Los analisis mostraron que el 60% de las bacterias patogenas se
han vuelto resistentes a los antibi6ticos de uso comun, incluidos los carbapenémicos y las
cefalosporinas de tercera generacién (OMS, 2021a; ONU, 2022; Tellez-Carrasquilla et al.,
2023).

1. Resistencia Antimicrobiana: Un Desafio Global para la Salud Publica

La resistencia a los antibioticos es un problema global que conduce a infecciones
intratables. Este fendmeno se produce principalmente por seleccion natural, pero esta
siendo impulsado por la exposicion a antibiéticos en diversos ambitos como la atencion

médica, la agricultura y el medio ambiente (Liliana Serweci’nska, 2020).

Los antibioticos son medicamentos que se usan para tratar una amplia gama de infecciones
o0 enfermedades causadas por bacterias ya que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
de microorganismos o matarlos. Se estima que la produccién anual mundial de antibi6ticos
asciende entre 100.000 y 200.000 toneladas (Liliana Serweci’'nska, 2020), dando lugar a
un aumento de las tasas de excrecion de antibioticos y de liberacién al medio ambiente v,
por tanto, al aumento de la resistencia a los antibi6ticos en las cepas bacterianas (Murray
etal., 2022).

1.1. El auge de los patégenos multidrogo-resistentes
Investigar la interaccidn entre humanos, animales y el medio ambiente, asi como entre los
diferentes sectores involucrados (por ejemplo, industria farmacéutica, industria

alimentaria, empresas de gestion de residuos de agua), utilizando un enfoque de "Una

Salud" (One Health), es de gran importancia para mitigar la resistencia.
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La OMS advierte sobre una “una era post-antibioticos, en la que las infecciones comunes
y las lesiones menores podrian ser letales, subrayando que esta no es una fantasia
apocaliptica, sino una posibilidad muy real para el siglo XXI (Blondeau & Blondeau,
2021). EI concepto de “UNA SOLA SALUD” (del inglés, One Health), reconoce a la
multidrogo-resistencia como un problema critico global que afecta a la salud humana,
ambiental y animal (Velazquez-Meza et al., 2022). Asi mismo, la OMS public6 una lista
de patdgenos prioritarios que representan la mayor amenaza para la salud humana debido
a su resistencia a los antibioticos (tabla 1). Entre estos microorganismos se encuentran
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp (OMS, 2021b), todos ellos demostrando altos
niveles de resistencia a diversas generaciones de antibidticos y poniendo en grave riesgo la

salud publica.

Estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los
tratamientos y pueden transmitir material genético que permite que otras bacterias también
se vuelvan resistentes a los antibioticos, agravando ain mas el desafio. La lista de bacterias
resistentes sigue creciendo, haciendo que la resistencia antimicrobiana sea un problema de
salud publica cada vez mas urgente (Blondeau & Blondeau, 2021).
Tabla 1. patégenos prioritarios segin la OMS.

Prioridad 1: CRITICA

Acinetobacter baumannii | Resistente a carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa | Resistente a carbapenémicos

Enterobacteriaceae Resistente a carbapenémicos, productora de BLEE
Prioridad 2: ALTA

Enterococcus faecium Resistente a la vancomicina

Staphylococcus aureus Resistente a la meticilina, intermedio a la vancomicina
Helicobacter pylori Resistente a la claritromicina

Campylobacter spp. Resistente a las fluoroquinolonas

Salmonella Resistente a las fluorogquinolonas

Neisseria gonorrhoeae Resistente a cefalosporinas, resistente a fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA
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Streptococcus pneumoniae | No sensible a la penicilina

Haemophilus influenzae Resistente a la ampicilina

Resistente a las fluoroquinolonas

Shigella spp.

A partir del descubrimiento de la penicilina en el siglo XX, la industria farmacéutica se
propuso buscar nuevas sustancias activas frente a las infecciones. Asi, en las décadas
subsiguientes se hallaron compuestos con actividad antibiética pertenecientes a diferentes

familias (B- lactamicos, macrolidos, aminoglucosidos, tetraciclinas) (Belloso, 2009).

Los antibioticos ejercen una accién especifica sobre estructuras o funciones bacterianas
con alta potencia bioldgica a bajas concentraciones y minima toxicidad para las células
humanas. Actlian mediante cinco mecanismos generales: inhibicion de la sintesis de la
pared bacteriana, alteracion de la membrana celular, inhibicion de la sintesis de acidos
nucleicos, inhibicidn de la sintesis proteica y alteracion de las vias metabdlicas bacterianas
(tabla 2) (Trevifio & Molina, 2022).

Tabla 2. Mecanismos de accién de los antibi6ticos

INHIBIDORE II\JHIBIDORES DE LA INHIBIDOR ACCIQN SOBRE | ACCION
SDELA SINTESIS PROTEICA ES DE LA LAS VIAS SOBRE LA
SINTESIS DE | UNION A UNION A SINTESIS METABOLICAS | MEMBRAN
PARED SUBUNIDAD | SUBUNIDAD DE LOS A
CELULAR 50S 30S ACIDOS CELULAR
NUCLEICO
S
Aminoglucésidos Rifamicinas Polimixinas
Betalactamicos | Macrélidos G - Trimetoprima Lo
- Gentamicina - Rifampicina - Polimixina B
- Amikacina P - Colistin
fosfomicina Tetraciclinas Quinolonas
Estreptogra- . Daptomicina
Clindamicina | minas - Minociclina . _ Sulfonamidas
- Tigeciclina Ciprofloxacina
linezolid g - Norfloxacina

En la actualidad, el uso extendido y, en muchos casos, el abuso y empleo inadecuado de
antibidticos ha generado una presion selectiva en el medio ambiente, favoreciendo el
desarrollo de genes de resistencia y la produccién de enzimas inhibidoras como respuesta
adaptativa de los microorganismos. Desde el descubrimiento de la penicilina, las bacterias

han desarrollado diversos mecanismos para evadir la accion de los antibidticos, dando lugar
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a patdégenos multidrigo-resistentes que representan una seria amenaza para la salud publica
(Tellez-Carrasquilla et al., 2023).

La OMS, ha declarado que la resistencia a los antimicrobianos es una de las principales
amenazas de salud publica a las que se enfrenta la humanidad (OMS, 2020a). A medida
gue la resistencia se propaga globalmente, los antibidticos se vuelven cada vez mas
ineficaces, lo que conduce a infecciones mas dificiles de tratar y al aumento de la

mortalidad

1.2. Factores Contribuyentes a la Resistencia Antimicrobiana

La resistencia a los antibidticos esta estrechamente relacionada con actividades humanas,
especialmente en sistemas de produccion animal y en practicas agricolas. Los
microorganismos resistentes pueden transferir genes a través de compartimentos
ambientales como agua, suelo y alimentos contaminados, afectando tanto a humanos como
a animales. El uso indiscriminado de antimicrobianos en la agricultura contribuye
significativamente a la presion selectiva que promueve la resistencia bacteriana. Ademas,
el contacto directo entre humanos y animales en entornos agricolas facilita la transmision
de microorganismos resistentes (figura 1) (Medina-Pizzali et al., 2021). La contaminacion
ambiental actGa como reservorio y fuente de exposicion, mientras que los alimentos
contaminados pueden introducir patégenos resistentes en la cadena alimentaria,
exacerbando los riesgos para la salud puablica al limitar las opciones de tratamiento
antibiotico efectivo. Varios estudios muestran que ambientes contaminados con heces son

reservorios de bacterias resistentes (Bai et al., 2022).

El agua es un factor importante en la propagacion de la resistencia a los antibiéticos, junto
con el suelo, el entorno de las granjas y los vectores como moscas. La contaminacion de
las aguas superficiales por heces y las escorrentias son vias criticas para la diseminacion
de genes de resistencia en el medio ambiente (figura 1). E. coli puede sobrevivir en entornos
acudticos y movilizar genes resistentes mas facilmente que otras poblaciones de bacterias
actuando como reservorio de genes de resistencia a antibidticos en el medio ambiente (Fuga
etal., 2022)

28



Portadores de bacterias y Formas de transmisién de RAM Factores contribuyentes
genes de RAM de RAM

W
| T o A
—. v Efluentes Descargas
industriales de
A (biocidas) Hospitales
{’* Agricultura

Humaznos
- In==—'~tos

Heces
"~
= / v

A

Animazles de granja

Desechos humanos

B -

Acuicultura
’ L — Produccion agricola y
. % g > L Y animal
A ’3 "t &
b4 /-'-h-nen 08 e,
G.“ T Humancs 3 i#.m
Suelos Productos : -

agricolas

Forraje

Created in BioRender.com 'bio

Figura 1. Interacciones entre humanos, animales y el medio ambiente en la propagacién de la resistencia a
los antibioticos (RAM). Las actividades humanas, especialmente en sistemas de produccion animal y
practicas agricolas, estan estrechamente relacionadas con la resistencia a los antibidticos. Los
microorganismos resistentes pueden transferir genes a través de compartimentos ambientales como agua,
suelo y alimentos contaminados, afectando tanto a humanos como a animales.

El mal uso y abuso de antibidticos, junto con un control deficiente de infecciones,
condiciones sanitarias inadecuadas y manipulacion incorrecta de alimentos, fomentan la
propagacion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos. Este exceso de
antibioticos ha llevado a un aumento en enfermedades infecciosas dificiles de tratar y a una
reduccion en las opciones de tratamiento. Ademas, la prescripcion excesiva y precoz de
antimicrobianos contribuye a la resistencia, la cual estd correlacionada con una mayor
mortalidad y complicaciones (Chamorro-Toro et al., 2023). Investigaciones revelan que los
paises con altos niveles de uso de antimicrobianos presentan una mayor prevalencia de
resistencia bacteriana, destacando el papel crucial de la sobredosificacion, especialmente
con betalactamicos, en el desarrollo de la resistencia a maltiples clases de antimicrobianos
(Han et al., 2018).
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La presencia de genes de resistencia a antibidticos es uno de los principales factores que
contribuyen a la resistencia bacteriana. Las bacterias patdgenas adquieren genes de
resistencia a antibidticos mediante el intercambio de plasmidos a nivel genético y
desarrollan resistencia a los antibidticos. Los plasmidos, integrones y transposones
portadores de genes resistentes a antibioticos en bacterias pueden sufrir transferencia
genética horizontal entre cepas de la misma especie y de diferentes especies (Borja-serrano
etal., 2020; Han et al., 2018).

1.3. Diseminacion de la resistencia antimicrobiana en el medio ambiente

La creciente actividad humana ha tenido un gran impacto en el medio ambiente, generando
problemas como la presion selectiva en microorganismos terrestres y acuaticos debido a la
inadecuada disposicion de residuos quimicos y biolédgicos. Actualmente, la presencia de
antibioticos, productos bactericidas y desinfectantes en las aguas residuales esta
promoviendo el desarrollo de cepas resistentes a los antimicrobianos. Esto dificulta el
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos que no responden a los
antibioticos convencionales, aumentando asi los costos hospitalarios y la mortalidad y

morbilidad en humanos (Hernandez-Crespo et al., 2022).

La resistencia a los antibidticos es un fenémeno complejo que afecta no solo a la salud
humana y animal, sino también al medio ambiente. Aunque los desafios mas evidentes se
encuentran en el ambito clinico, el medio ambiente desempefia un papel crucial en la
generacion y diseminacion de la resistencia a los antibioticos. Diversas vias, como la
agricultura, la produccién animal, el tratamiento de aguas residuales y el uso humano, crean
un entorno propicio para el desarrollo y propagacion de bacterias resistentes (Chuppava et
al., 2019). Diversos estudios han explorado la presencia de genes resistentes a antibidticos
en diferentes entornos, especialmente en aguas residuales, que albergan una alta diversidad

de genes y bacterias resistentes a antibioticos (Wang et al., 2022).

1.4. Contaminacion del agua por bacterias resistentes a antibidticos

Las principales fuentes de contaminacion hidrica provienen de diversas fuentes

antropogénicas, como residuos de hospitales, aguas residuales urbanas e industriales,
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incluyendo la defecacion al aire libre. Una vez liberados en las fuentes acuiferas, estos
antibioticos pueden ejercer presion selectiva sobre las bacterias presentes, promoviendo
la aparicion y propagacion de genes de resistencia a antibidticos (Fundacion.Aquae,
2022). Esta diseminacion de genes de resistencia y bacterias resistentes a antibi6ticos
puede ocurrir tanto dentro del agua como en los sedimentos, representando un riesgo
significativo para la salud humana y ambiental, contribuyendo a la aparicion de bacterias

resistentes a antibioticos (Han et al., 2018).

Estas fuentes hidricas al ser utilizadas para el riego de cultivos pueden convertirse en un
reservorio de bacterias resistentes y genes de resistencia a los antibidticos. Cuando las
plantas son regadas con agua contaminada, estas bacterias pueden adherirse a sus
superficies y permanecer en el suelo circundante. Como resultado, el suelo utilizado para
el cultivo de alimentos puede contener bacterias resistentes a antibioticos, 1o que aumenta

el riesgo de contaminacion bacteriana en los productos agricolas (Salam et al., 2023).

Las aguas residuales contienen diferentes especies bacterianas como: Campylobacter
jejuni, Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae, Yersinia spp. que
presentan un riesgo importante para la salud. Las bacterias entéricas como E. coli ingresan
a las aguas residuales a partir de desechos fecales humanos y animales. El ganado y las
aves de corral pueden infectarse con patdgenos entéricos a través del consumo de estas

aguas, por lo también representan un riesgo para la salud humana (C et al., 2020).
1.5.Impacto de la Agricultura y Ganaderia en la Resistencia Antimicrobiana

Estudios han confirmado que entre un 30 % y un 90 % de los antibidticos usados en
animales aparece en los excrementos. El estiércol contaminado expone a los cultivos,
incluso a los organicos, a la presencia de antibidticos. Esto, junto con el uso de aguas
residuales para riego, provoca que estos agroecosistemas estén repetidamente expuestos a
una considerable y variada carga de antibioticos durante largos periodos de tiempo (Murray
et al., 2022; Usue Pérez Lopez, 2019).

Los antibidticos suelen utilizarse para tratar enfermedades clinicas, prevenir y controlar
eventos de enfermedades, y potenciar el crecimiento de los animales (Salyers, 2005). A

nivel mundial, en 2015 se estim6 un consumo global de antibi6ticos que oscilaba entre
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63.000 y 240.000 toneladas. La Food and Drug Administration (FDA) en 2012 indican que
el 93 % de los antibidticos clinicamente importantes se administraron a través de la
alimentacion o el agua en el sector agropecuario. Ademas, entre el 75 % y el 90 % de los
antibioticos probados se excretan sin metabolizarse, ingresando activos a los sistemas de
aguas residuales y fuentes de agua (Diayo et al., 2020; Salam et al., 2023). Esto constituye
la fuente mas importante de contaminacion con residuos de antibidticos, y explica por qué
el uso agropecuario se considera una de las principales causas de resistencia bacteriana.
Este problema se magnifica en los paises en desarrollo debido a sistemas sanitarios
deficientes y al mayor riesgo de exposicion a aguas residuales. Esto incrementa el riesgo
de adquirir cepas resistentes a antibioticos y de desarrollar infecciones que pueden llegar a

ser graves (Toledo et al., 2023).
1.6. Impacto sanitario y economico de la resistencia antibiotica

Mas de 700 mil muertes anuales se presentan en el mundo debido a infecciones por
bacterias resistentes a antibidticos, o que se ha convertido en un serio problema de salud
publica mundial (O’NEILL, 2024). Se estima que esta cifra podria alcanzar los 10 millones
de muertes para 2050, con pérdidas econémicas que superarian los 100 billones de ddlares
si no se toman medidas adecuadas. En 2019, aproximadamente 929 mil muertes en todo el
mundo fueron atribuibles a seis patdgenos principales asociados con la resistencia a los
antimicrobianos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Murray
et al., 2022).

En el Reino Unido, el numero estimado de muertes atribuibles a bacterias resistentes a los
antibidticos aumento afio tras afio entre 2016 y 2019, con una pequefia disminucién en
2020. Segun la Unidén Europea, la tasa de muertes humanas relacionadas con infecciones
bacterianas resistentes a los antibioticos se estimé en 25,000 por afio, con dos tercios de
estas infecciones debidas a bacterias Gram-negativas. Entre estas bacterias potencialmente

patogenas se encuentra E. coli (Lopez-Lozano et al., 2021).

Se estima que el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a

antibioticos, junto con la pérdida de productividad de quienes las padecen, afiade un coste
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de aproximadamente 1,500 millones de euros cada afio en la Union Europea (UE). Para el
afio 2050, el impacto econdmico podria ser comparable al de la crisis financiera de 2008.
En términos nacionales, esto supone un coste adicional de unos 150 millones de euros
anuales para Espafa (LOpez-Lozano et al., 2021). Ademas, la resistencia a antimicrobianos
conlleva a un aumento en la estancia promedio en los hospitales y en los costes de los
pacientes ingresados. Se estima que el tratamiento de una infeccion por bacterias resistentes
es entre 10,000 y 40,000 dolares mas caro que el de una infeccion por bacterias sensibles
(Costa et al., 2019). Diversos informes sobre el impacto econdmico de la RAM coinciden
en que, sin medidas correctivas, el impacto econémico serd extremadamente relevante
(Lépez-Lozano et al., 2021).

1.7.Nuevas Alternativas Antimicrobianas

El informe de la OMS destaca el desarrollo clinico de agentes antibacterianos, de 80 en
2021 a 97 en 2023, pero subraya la urgente necesidad de innovaciones para combatir
infecciones graves debido a la creciente resistencia. Se estan investigando agentes no
tradicionales, como bacteridfagos y anticuerpos monoclonales que ofrecen nuevas
oportunidades para abordar las infecciones por bacterias resistentes a los antimicrobianos
desde diferentes angulos. La investigacion preclinica se centra en patdgenos
gramnegativos resistentes, y se enfatiza la necesidad de diagndsticos rapidos y asequibles.
Mayor transparencia en el desarrollo podria mejorar la colaboracién y atraer mas
financiamiento (OMS, 2024; ONU, 2022).

Aunque los antibidticos convencionales siguen siendo cruciales para tratar enfermedades
causadas por bacterias patdgenas, estan perdiendo efectividad frente a las bacterias MDR.
Por ello, tratamientos antibacterianos altamente eficaces, como la terapia con
bacteri6fagos y la terapia de precision basada en CRISPR-Cas, estan atrayendo mas
atencién y se consideran opciones prometedoras para combatir la resistencia bacteriana

en el futuro (Guevara Agudelo et al., 2020).

Los bancos de fagos gestionados a nivel nacional podrian ser una solucién efectiva, ya que
permitirian el desarrollo de terapias con fagos adaptadas a las cepas bacterianas de cada

region. Esto ofreceria alternativas rentables a los antibidticos y ayudaria a mitigar la
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dependencia de los suministros externos. Ademas, el uso de fagos puede ser mas eficiente
para tratar infecciones especificas, aumentando asi la eficacia del tratamiento y reduciendo

los costos.

2. Bacteriofagos como Herramienta Potencial para el Control de Cepas
Resistentes a Antibidticos

Para evitar este desastre con la RAM, los paises en desarrollo deben desarrollar y fabricar
alternativas a los antibioticos para sus propias poblaciones, en lugar de depender de recibir
medicamentos recién desarrollados de los paises industrializados. Una alternativa a la
creciente resistencia a los antibioticos es la terapia con fagos, basada en fagos liticos o una
combinacién de fagos y antibioticos (Hernandez-morales et al., 2017). Esta tecnologia
antibacteriana se conoce desde hace méas de 100 afios y puede ser util no solo para combatir
bacterias resistentes y tolerantes a los antibidticos, sino también para tratar infecciones
relacionadas con la formacion de biopeliculas, asi como contra formadores de esporas. Se
han establecido colecciones de fagos aislados localmente y caracterizados como "bancos
de fagos" nacionales o regionales, que podrian desplegarse rapidamente para abordar brotes
de infecciones resistentes a los antibioticos (Abedon, Kuhl, et al., 2011; Nikolich &
Filippov, 2020).

2.1.Historia, origen y biologia de fagos

Los bacteriofagos o también llamados fagos, son virus que infectan las células bacterianas
y estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente. Fueron descubiertos de manera
independiente por dos cientificos a principios del siglo XX por Félix d'Hérelle y Frederick
W. Twort. Sin embargo, varios estudios anteriores indican la existencia de actividad
antimicrobiana similar a la de los bacteriéfagos. En 1896, el quimico ingles Ernest Hankin
publico sus observaciones en los registros del Instituto Pasteur que trataba de un agente de

tipo virico con actividad antimicrobiana sensible a la temperatura y podia reducir los titulos
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de la bacteria Vibrio cholerae en cultivos de laboratorio (figura 2) (Abedon, Thomas-
abedon, etal., 2011).
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Figura 2. Hitos en la historia de los bacteriofagos.

Los fagos son las entidades biologicas mas abundantes en la tierra, con mas de 10°°
viriones individuales estimados en el planeta. Esta vasta abundancia y diversidad de fagos
en la naturaleza proporciona un recurso listo para explotar para la seleccion de fagos para
una variedad de propositos, incluyendo no solo la terapia antibacteriana sino también la
descontaminacion, el control de infecciones, la deteccion, el diagndstico, etc. Sin
embargo, no todos los fagos son buenos para aplicaciones terapéuticas (Abedon et al.,
2011).

2.1.1. Estructuray clasificacion morfoldgica de los bacteriofagos

La morfologia de un bacteriéfago esta constituida por una capside o cabeza, la cual
encapsula el material genético. Ademas, algunos fagos poseen un cuello filamentoso o

una cola. Estas colas tienen la capacidad de reconocer especificamente las células
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hospedadoras y penetrar en su envoltura celular para introducir el material genético del
fago (Wojcicki et al., 2021). Todos los fagos con cola tienen un genoma de ADN por lo
que pertenecen al orden Caudovirales. Morfologicamente, se han clasificado
tradicionalmente en tres familias: Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae. Los miofagos
tienen colas largas y contréactiles, los sifofagos tienen colas largas y no contractiles, y los
podofagos tienen colas cortas y no contractiles. Los miembros de los Caudovirales pueden
infectar a una amplia variedad de huéspedes bacterianos y son frecuentes en muchos

entornos (Nobrega et al., 2018).
Myoviridae

La familia Myoviridae incluye fagos con una cola larga y contractil; siendo T4 el myovirus
mejor estudiado. T4 posee una capside, una cola contractil y una placa basal con seis
fibras cortas y seis fibras largas. El tubo de la cola esta unido a la capside y, en el otro
extremo, al complejo de la placa base. Esta rodeado por una vaina contractil que facilita
la perforacion de la envoltura de la célula bacteriana y la entrega del ADN viral. La
capside icosaédrica elongada de T4 esta formada principalmente por dos proteinas: gp23
y gp24. Gp23 (Doval, 2013; Galan et al., 2010). Ademaés de estas proteinas, la capside
posee otras dos proteinas no esenciales en su superficie: Hoc (proteina externa de la
capside altamente antigénica) y Soc (proteina pequefia externa de la capside). La proteina
Soc proporciona al bacteriofago mayor estabilidad en condiciones hostiles, como pH
altos, altas temperaturas, choques osmoticos o agentes desnaturalizantes. Por su parte, la
proteina Hoc, con dominios similares a las inmunoglobulinas, podria facilitar la
interaccion con la superficie bacteriana, manteniendo al fago cerca de la célula y

aumentando asi las posibilidades de infeccion (Doval, 2013; Utiiversity et al., 1978).

La interaccion de las proteinas de union a receptor (RBP) y las espigas de la cola del fago
con la superficie bacteriana desencadena la contraccion de la cola. Inicialmente, una fibra
de cola larga se une a su receptor especifico en la superficie bacteriana (LPS o proteina C
de membrana externa, OmpC). Esta union es seguida por el contacto de una segunda fibra
de cola larga, permitiendo al fago moverse y encontrar un sitio ptimo para la adsorcion
irreversible y la eyeccion del genoma. La union reversible determina el rango de

hospedador de T4. Cuando dos o tres de las seis fibras de cola larga se unen a sus
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receptores, se transmite una sefial a la placa base que cambia de conformacion,
permitiendo la unidn irreversible de algunas fibras de cola corta a la region del nucleo
externo del LPS. Tras otro cambio de conformacion y la expansion de la placa base, las
fibras de cola corta restantes se unen y orientan el virion para la expulsién del ADN
(Doval, 2013; Nobrega et al., 2018).

Siphoviridae

Los bacteriofagos de la familia Siphoviridae se caracterizan por tener una cola larga,
flexible y no contractil. El fago més estudiado de la familia de Siphoviridae es el fago T5.
La interaccion del fago con la célula hospedera comienza con una unidn reversible de sus
fibras con forma de L (Itf) a los lipopolisacaridos (LPS) de la célula. Esta interaccion inicial
puede aumentar significativamente la tasa de adsorcion del fago. Posteriormente, se
produce una union irreversible de la proteina pb5, localizada en el extremo distal de la cola,
a la proteina FhuA de E. coli, que es crucial para el transporte de hierro. La presencia de
FhuA es suficiente para iniciar la eyecciéon del ADN del fago T5 (Boulanger et al., 2008;
Doval, 2013).

Podoviridae

Los fagos pertenecientes a la familia Podoviridae presentan una cola corta no contractil. A
esta familia pertenece el fago T7, uno de los fagos mejor estudiados. El fago infecta cepas
de E. coli, que carecen de la cadena del antigeno O en sus lipopolisacaridos. Su capside
icosaédrica, estd compuesta por gpl0, el conector y el ntcleo. EI DNA de 40 kpb dentro
de la c&pside estd organizado en seis capas coaxiales. EI conector dodecamérico, formado
por gp8, une la capside, el nicleo y la cola. En la parte proximal de la cola se unen seis
fibras formadas por trimeros de gp17, con un extremo amino terminal que se une a la cola
del fago y una region de hélice superenrollada seguida de dominios globulares en la parte
distal. Las fibras se unen inicialmente a los LPS de la célula hospedadora de manera
reversible y débil, lo que permite al fago localizar la superficie celular para una infeccion
eficiente (Chabris et al., 2013; Doval, 2013).

2.1.2. Clasificacion de los bacteriofagos de acuerdo a su ciclo de vida
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Los bacteri6fagos poseen diferentes ciclos de vida; lisogénico o templado, litico o
virulento (Sattar et al., 2023). Los fagos templados integrardn sus genomas en los
cromosomas bacterianos mediante recombinacion o transposicion y se replicaran con su
hospedero, se mantendran en este estado hasta la escision del genoma viral por las
condiciones del medio ambiente, a estos se los llama profagos. Por el contrario, los fagos
virulentos no integran sus genomas en los huéspedes, En el ciclo de vida litico, después
de la infeccion, el fago se replica rapidamente utilizando la maquinaria de replicacion y
traduccion del hospedero y termina con la liberacién de particulas de fago recién formadas
(Maal et al., 2015; Yazdi et al., 2020).

Las enzimas liticas de bacteri6fagos, son producidas durante la replicacion viral dentro de
los hospederos bacterianos, en el momento de la liberacidn de los viriones de la progenie,
las lisinas escinden los enlaces principales en la capa de peptidoglicano de las paredes
celulares bacterianas (Ghose & Euler, 2020).

2.1.3. Clasificacion de bacteriéfagos segun al rango de hospedero

La clasificacion de los bacteriofagos segun su rango de hospedero se puede dividir en
varias categorias, cada una reflejando su especificidad y capacidad para infectar diferentes
cepas bacterianas (de Jonge et al., 2019). A continuacion, se presentan las principales

clasificaciones:
Fagos Monovalentes (Alta Especificidad)

Estos fagos son altamente especificos y solo infectan una cepa de una especie bacteriana.
Esta especificidad se debe a la afinidad del fago por ciertos receptores especificos en la
superficie bacteriana (Chung et al., 2023).

Fagos Divalentes (Especificidad Intermedia)

Algunos fagos tienen un rango de hospedero que se encuentra entre los monovalentes y
los polivalentes. Estos fagos pueden infectar varias cepas, pero no tantas como los fagos

polivalentes (Chung et al., 2023).
Fagos Polivalentes (Amplio Rango de Hospedero)

Estos fagos pueden infectar multiples cepas dentro de una especie bacteriana o incluso
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diferentes especies dentro de un mismo género. Los fagos polivalentes son como
controladores bioldgicos debido a su capacidad de atacar una mayor variedad de

patogenos (Kim et al., 2021).

Dentro de los factores asociados para determinar el rango de hospedero de los fagos, se
encuentran varios elementos clave. Los receptores bacterianos especificos en la superficie
de las bacterias determinan si un fago puede adherirse e infectar la célula huésped, ya que
las variaciones en estos receptores entre diferentes cepas y especies influyen en el rango
de hospedero del fago (Nobrega et al., 2018). Las RBP del fago juegan un papel crucial
en la determinacion de la especificidad del hospedero; cambios en estas proteinas pueden
expandir o restringir el rango de hospedero del fago. Ademas, después de la adsorcion
inicial, la capacidad del fago para replicarse dentro de la célula bacteriana también afecta
su rango de hospedero, ya que algunas bacterias pueden tener mecanismos de defensa que
impiden la replicacion del fago (de Jonge et al., 2019).

Los fagos monovalentes y polivalentes presentan ventajas dependiendo del objetivo
terapéutico o de control biolégico. Los fagos monovalentes son altamente especificos y
se dirigen a una especie bacteriana especifica. Esto es beneficioso cuando se necesita tratar
una infeccion sin alterar la microbiota beneficiosa del cuerpo. Por ejemplo, una infeccién
especifica puede ser tratada eficientemente con fagos monovalentes, minimizando el
impacto en el microbioma del paciente y reduciendo efectos secundarios indeseados
(Chung et al., 2023; Kim et al., 2021).

2.1.4. Capacidad Litica

La capacidad litica de los bacteridéfagos es una caracteristica fundamental que determina
su potencial como agentes de biocontrol en diversas aplicaciones. Los fagos liticos
infectan las bacterias hospederas al adsorberse a su superficie y, a través de un ciclo litico,
rapidamente replican su material genético para ensamblan nuevas particulas virales.
Eventualmente, la célula bacteriana se lisa, liberando nuevos fagos que pueden infectar
bacterias adyacentes. Este proceso no solo reduce la carga bacteriana, sino que también
previene la formacion de biofilms y la propagacion de genes de resistencia a antibi6ticos
(Abedon, Kuhl, et al., 2011).

La eficacia de los fagos liticos depende de factores como la especificidad en el
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reconocimiento del hospedero, la tasa de adsorcion y la eficiencia en el ensamblaje y
liberacion de nuevas particulas virales. La cinética de accion, que incluye la curva de un
solo paso y la multiplicidad de infeccion (MOI), se utiliza habitualmente para describir el
proceso de adsorcion de los bacteridéfagos (Ranveer et al., 2024). En este contexto, en un
entorno con muchas bacterias, los fagos que se adhieren rapidamente lo que se asemeja a
un fago con una alta tasa de adsorcion. Las cepas de fagos con una mayor tasa de adsorcion
tienen un periodo de lisis mas corto, lo que optimiza el proceso de destruccion bacteriana
(Ranveer et al., 2024; Yazdi et al., 2020).

2.2.Aplicaciones en base a bacteri6fagos como agentes de control bioldgico

Los bacteriofagos han sido reconocidos desde hace mucho tiempo por su potencial como
agentes bioterapéuticos, controladores biologicos en distintos ambientes y ecosistemas
como entornos acuaticos, suelos agricolas, entornos clinicos, ambientes industriales
(Sieiro et al., 2020). La reciente aprobacion del uso de fagos como controladores
bioldgicos de patdgenos con fines de seguridad alimentaria, ha aumentado el impulso de
la investigacion sobre fagos para el control de la diseminacion de patdgenos transmitidos

por alimentos (Carrias et al., 2012; Gordillo Altamirano & Barr, 2019).

Existen varios enfoques para el disefio de terapias con fagos, que se adaptan a diferentes
necesidades clinicas y ambientales como controladores bioldgicos. como Los enfoques
generales para la terapia con fagos que se han empleado incluyen: mezclas fijas de
cocteles, cocteles de fagos que se modifican periddicamente para agregar actividad frente
a una bacteria o bacterias objetivo, terapia con fagos personalizada como un banco de
fagos y terapias con fagos adaptadas in vitro y disefiadas genéticamente (Nikolich &
Filippov, 2020).

Terapia Fagica

La terapia fagica, comenzo con el tratamiento de disenteria utilizando fagos. Después de
ensayos en animales y pruebas de seguridad en humanos, d'Herelle expandié su uso,
comprobando la seguridad del tratamiento en su familia antes de hacerlo accesible al
publico. Sin embargo, la terapia fagica perdidé protagonismo en Europa occidental y
Estados Unidos con la llegada de los antibioticos, aunque continud utilizandose en la

antigua Union Soviética y Europa del Este (Doval, 2013; Sulakvelidze et al., 2001). La
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falta de estandarizacién y la mala calidad de los preparados comerciales, como se
evidencio con el fago T7 descubierto por Max Delbrick, contribuyeron al escepticismo y

al abandono de esta terapia (Sulakvelidze et al., 2001).

Seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria y la produccion sostenible de alimentos son importantes para
alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sostenible, que buscan proteger la salud y el bienestar
de las personas, los animales y el medio ambiente. Las enfermedades transmitidas por
alimentos son una causa significativa de morbilidad y mortalidad, exacerbadas por la
creciente crisis de resistencia a los antimicrobianos (Fenibo et al., 2021). Para avanzar hacia
una produccién de alimentos sostenible, es crucial implementar opciones de biocontrol
ecoldgico que prevengan y mitiguen las enfermedades infecciosas en la produccion de
alimentos. Reemplazar los pesticidas, antimicrobianos y desinfectantes quimicos por
alternativas ecoldgicas y organicas, como los biopesticidas, es un paso hacia un futuro
sostenible (Fenibo et al., 2021; Garvey, 2022).

Productos de bioconservacion de fagos han sido probados contra patdgenos transmitidos
por alimentos como Shigella, Staphylococcus, L. monocytogenes, E. coli y especies de
Salmonella. El coctel de fagos ListShield™ fue aprobado por la FDA en 2006 como
conservante de alimentos contra 170 cepas de L. monocytogenes, logrando una reduccion
del 95% en la viabilidad bacteriana. En 2007, la FDA aprobd el producto fago Listex P100
para su uso en productos carnicos listos para comer, y en 2011, aprobé EcoShield™ para
Su uso en carnes rojas contra E. coli O157. SalmoFresh™, desarrollado contra Salmonella
enterica, es utilizado para el biocontrol de frutas, verduras y mariscos. Otros productos,
como ShigaShield™, estan en revision para ser clasificados como Generalmente

Reconocidos como Seguros (GRAS) (Garvey, 2022; Tang et al., 2019).

Control de Fitopatdgenos

Los fitopatdgenos causan enfermedades, pérdidas de cultivos, escasez de alimentos y
pérdidas economicas significativas a nivel mundial. Entre los patogenos bacterianos

asociados con las enfermedades infecciosas agricolas se encuentran Pseudomonas spp.,
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Xanthomonas spp., Erwinia spp., Ralstonia spp., Agrobacterium spp., Xylella spp.,
Pectobacterium spp. y Dickeya spp. (Sieiro et al., 2020). Actualmente, se utilizan
antibioticos como la estreptomicina y tetraciclinas, junto con pesticidas para prevenir estas
enfermedades, lo que contribuye a la contaminacion ambiental y la proliferacion de
resistencia a los antimicrobianos. (Garvey, 2022).

En 2005, 1a FDA aprobo el producto basado en bacteriofagos Agriphage™ de OmniLytics
Inc. para tratar la enfermedad de la mancha bacteriana en cultivos (Potaska & Sokotowska,
2019). Fagos como vB_DsoM_LIMEstonel y vB_DsoM_LIMEstone2 han demostrado ser
eficaces contra la podredumbre blanda en cultivos de papas. Ademas, cActeles de fagos han
mostrado efectividad contra patdgenos en rabanos, cebollas, lechugas, puerros, arroz y
tomates. (Garvey, 2022; Sieiro et al., 2020).

Uso de Fagos en la Acuicultura

El uso de fagos como agentes de control biolégico en la acuicultura ha demostrado ser
eficaz a través de diversas aplicaciones, incluyendo la administracién directa en el agua,
los alimentos y la inyeccidn (Garvey, 2022). El fago VPply A3Sy Vpmsl han controlado
la diseminacion de V. parahaemolyticus en ostras y camarones, al igual que el fago PPpW-
4, administrado a través del alimento para peces, ha combatido la enfermedad de ascitis
hemorragica. Varios estudios han demostrado la eficacia del fago PSV-D22 para tratar F.
psychrophilum presente en huevos o alevines de peces. Las enfermedades infecciosas en la
acuicultura causadas por el género Vibrio también han demostrado ser susceptibles al
biocontrol con fagos (Nachimuthu et al., 2021). Proteon Pharmaceuticals ha desarrollado
un producto comercial de fagos, BAFADOR®, para eliminar infecciones por Pseudomonas

y Aeromonas en la acuicultura. (Garvey, 2022).

Enzimas Fagicas como Agentes de Biocontrol

Los bacteridfagos codifican enzimas que degradan la pared celular bacteriana, divididas en
hidrolasas de peptidoglicano asociadas al virion (VAPGH) y endolisinas. Las VAPGH
facilitan la infeccién del fago al perforar la envoltura celular bacteriana, permitiendo la

insercion del material genético del fago. Estas enzimas incluyen sialidasas, ramnosidasas,
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levanasas, xilanasas y dextranasas (Rodriguez-Rubio et al., 2013). Las endolisinas
degradan el peptidoglicano de la pared celular bacteriana al final del ciclo litico, resultando

en la lisis celular y la liberacion de nuevos fagos (Garvey, 2022).

Las endolisinas son eficaces contra bacterias Gram-positivas, pero encuentran obstaculos
en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Para superar esto, se pueden usar
desestabilizadores de la membrana externa, como EDTA y acidos organicos. Ejemplos de
endolisinas eficaces incluyen LysH5 y LysCSA13 contra biopeliculas de Staphylococcus
y Ply6A3 contra la sepsis por A. baumannii en modelos de raton. Algunas endolisinas han
mostrado actividad contra bacterias Gram-negativas en ausencia de desestabilizadores,

como SPN9CC contra E. coli y LysAB2 contra A. baumannii (Loponte et al., 2021).

A pesar del prometedor potencial de los fagos como potencial controlador bioldgico en
distintos ambientes, uno de los principales desafios que enfrenta este enfoque es la
aparicion de resistencia a los fagos. Al igual que las bacterias pueden desarrollar resistencia
a los antibioticos, también pueden evolucionar mecanismos que les permitan evadir la
accion de los fagos. Esta resistencia afecta la efectividad de los tratamientos y plantea una
serie de retos para el desarrollo y la implementacién de terapias fagicas (Garvey, 2022). A
continuacién, se exploraran las principales causas y mecanismos de resistencia a los fagos,
asi como las estrategias actuales para abordar este desafio en la practica clinica y en la

investigacion cientifica.
2.3.Resistencia a los fagos: causas y desafios

La resistencia a los fagos es un fendmeno que, al igual que la resistencia a los antibi6ticos,
presenta un desafio significativo en el tratamiento de infecciones bacterianas. A pesar de
la efectividad inicial de la terapia con fagos, algunas bacterias pueden desarrollar
mecanismos de defensa que las hacen resistentes a estos virus bacterianos (Burmeister et
al., 2020).

Mutaciones en los Receptores Bacterianos

Las bacterias pueden alterar las estructuras superficiales que los fagos utilizan para unirse
e infectar. Las mutaciones en los genes que codifican estas proteinas receptoras pueden

impedir que el fago se adhiera, volviendo a la bacteria resistente a la infeccion por fagos
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especificos (Anand, 2022).
Sistemas de Restriccion-Modificacion

Estos sistemas bacterianos reconocen y degradan el ADN extracelular, incluyendo el de
los fagos, una vez que ha ingresado en la célula bacteriana. Las bacterias con sistemas de
restriccion-modificacion activos pueden destruir el material genético de los fagos,

evitando asi la replicacion del fago dentro de la célula huésped (Garvey, 2022).
Sistemas CRISPR-Cas:

Este mecanismo adaptativo permite a las bacterias recordar y defenderse de infecciones
por fagos. El sistema CRISPR-Cas almacena fragmentos de ADN de fagos y utiliza esta
informacion para reconocer y cortar el ADN de fagos en futuras infecciones (Vale &
Little, 2010).

Produccion de Inhibidores de Fagos

Algunas bacterias pueden producir proteinas especificas que inhiben la replicacion de los
fagos dentro de la célula. Estos inhibidores pueden interferir en varios pasos del ciclo de

vida del fago, desde la inyeccion de ADN hasta el ensamblaje de nuevas particulas virales.

La aparicion de resistencia a los fagos subraya la necesidad de estrategias terapéuticas
dinamicas y adaptables. Los cécteles de fagos a partir de un banco de bacteriéfagos, con
diferentes mecanismos de accién, pueden reducir la probabilidad de que las bacterias
desarrollen resistencia. Ademas, la constante vigilancia y actualizacién de los cocteles de
fagos son esenciales para mantener su efectividad contra las cepas bacterianas en

circulacion (Garvey, 2022).
2.4.Banco de bacteri6fagos en paises en vias de desarrollo

A lo largo del siglo pasado, distintas instituciones han creado grandes depoésitos de fagos
dirigidos a una amplia gama de especies bacterianas. Los bancos de fagos mas conocidos
incluyen el Instituto Eliava de Bacteriofagos, Microbiologia y Virologia en Georgia, que
alberga mas de 1,000 fagos, y el Instituto Hirszfeld de Inmunologia y Terapia
Experimental en Polonia, con mas de 850 fagos. Estos bancos han tratado a decenas de

miles de pacientes, ofreciendo tanto terapias personalizadas como cécteles de fagos
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preestablecidos (Eliava, 2024; Weber-d & Mi, 2020). Los cOcteles preestablecidos se
actualizan semestralmente para asegurar su efectividad contra las bacterias en circulacion,
y este enfoque puede ser especialmente valioso para paises en desarrollo debido a su

capacidad para proporcionar tratamientos accesibles y eficientes(Weber-d & Mi, 2020).

En los dltimos afios, nuevos bancos de fagos han surgido con el objetivo especifico de
proporcionar tratamientos a pacientes individuales, financiados por subvenciones
gubernamentales y donaciones privadas. Estos incluyen el Hospital Militar Reina Astrid
en Bélgica, el Centro de Investigacion Médica de la Marina de los EE. UU., el Instituto
de Investigacion del Ejército Walter Reed, la Universidad Hebrea y el Centro Médico
Hadassah en lIsrael, el Fagenbank en los Paises Bajos, el Baylor College of Medicine en
los EE. UU. (a través de la iniciativa TAIL®R), y la Red Australiana de Biobancos de
Fagos (Abdalrhman et al., 2020; Djebara et al., 2019; Nagel et al., 2020). Estos bancos
permiten el uso de fagos en tratamientos combinados, en ensayos clinicos, y algunos han

establecido vias regulatorias especificas (Johnson, 2020).

Los fagos son adecuados para los paises en desarrollo debido a que la produccién de fagos
es relativamente econdémica comparada con la produccion de antibidticos y otros agentes
antimicrobianos. Pueden aislarse localmente utilizando equipos de laboratorio que estan
facilmente disponibles para los institutos de investigaciones de los paises en desarrollo.
Es mejor aislar los fagos en la region donde se utilizaran, ya que los fagos se adaptan
naturalmente a las cepas de bacterias hospederas que han evolucionado localmente (Nagel
et al., 2020).

Chile cuenta con un banco de fagos (PhageLab) para su aplicacion en distintos entornos.
PhageLab realiza formulaciones de cdcteles de bacteriéfagos altamente especificos
disefiados para combatir infecciones. La primera aplicacion de cocteles fue en la industria
bovina para controlar Salmonella y Escherichia coli continuando con la aplicacion en el

mercado avicola, destinado al control de las mismas bacterias (Flores, 2024).

Los bancos de fagos podrian facilitar el control nacional o regional de fagos, ayudando a
manejar brotes de resistencia a los antibioticos, patdgenos en animales, tratamientos
agricolas y veterinarios, y patdgenos bacterianos en plantas alimentarias (Nagel et al.,

2020). Los bancos, deberian ser recursos nacionales que cumplan con los estandares
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internacionales administrado por una autoridad central dentro de cada pais en
universidades o instituciones de investigacion financiadas por el gobierno y respaldados
con fondos publicos y filantropicos, como los ejemplos que se estan probando actualmente
en Bélgica, los EE. UU., Israel, los Paises Bajos y Australia (Murray et al., 2022; Nagel
et al., 2020).

2.5.Caracteristicas de un banco de bacteriéfagos

Un banco de fagos proporciona acceso a bibliotecas de fagos con mecanismos eficaces
frente a distintas bacterias patdgenas. Atiende la demanda de datos de referencia a nivel
nacional y mundial (Lin et al., 2021). Entre las caracteristicas claves para un banco

nacional de fagos incluye:
Gobernanza centralizada

Una red efectiva para el uso de fagos debe incluir a todos los miembros y partes
interesadas en la toma de decisiones, aplicar un enfoque uniforme con descripciones
estandarizadas de los fagos, sus rangos de hospedador. Ademas, es crucial cumplir con el
protocolo de Nagoya, que regula el acceso Yy la distribucion de beneficios de los recursos
geneticos (Lajaunie & Ho, 2018; Lin et al., 2021).

Protocolos estandarizados para el aislamiento, purificacion

La caracterizacion y procesamiento de la calidad de las colecciones de fagos deberan
incluir detalles sobre los protocolos de almacenamiento y transporte. Una plataforma
integrada que use Inteligencia Artificial y Tecnologia de Libro Mayor Distribuido, junto
con sistemas de gestion de calidad como la acreditacion 1ISO 9001, asegura una auditoria

efectiva y confianza entre los usuarios y partes interesadas. (Lin et al., 2021).
Definiciones normalizadas

El Subcomité de Virus Bacterianos y Arqueales del Comité Internacional de Taxonomia
de Virus, establece una nomenclatura para los genomas de fagos y una anotacion para las

secuencias de fagos (Lin et al., 2021).
Diagnostico complementario

Las aplicaciones en el area clinica probar combinaciones de fagos con otros fagos y/o

46



antibidticos para identificar posibles sinergias. Para coordinar estos diagnosticos de
manera mas eficiente, es Util almacenar especimenes de referencia, como fagos y cepas

bacterianas clave, en un deposito centralizado (Lin et al., 2021).
Gestion de datos

Para gestionar el inventario en una red distribuida, se necesita una gestion de datos
estandarizada y un Sistema de Gestion de la Informacion de Laboratorio (LIMS) eficiente.
Una plataforma de navegacion de bioespecimenes facilita la busqueda centralizada de la

ubicacion de los fagos (Lin et al., 2021).
Fabricacién y Bioprocesamiento

La eficacia de diversas vias de administracion de fagos ha sido comprobada, pero las
terapias parenterales, como las intravenosas o nebulizadas, requieren preparaciones de
alta pureza y libres de endotoxinas de fagos individuales o cocteles de fagos, siguiendo
estandares de Buenas Practicas de Fabricacion (GMP) (Lin et al., 2021).

En este contexto, es importante contar con una coleccidn de bacteriéfagos adecuados para
el control de diferentes cepas bacterianas patogenas principalmente. La distribucion de
patogenos en los nichos ecoldgicos, depende del impacto de la contaminacion biologica
hecha al medio ambiente, que determina finalmente el riesgo de diseminacion. La
posibilidad de usar bacteridfagos o cocteles de bacteriéfagos, por ejemplo, en plantas de
tratamiento de aguas residuales, permite controlar bacterias patdgenas resistentes a
antibioticos y que se hallan de forma ubicua en la naturaleza, tal es el caso de E.coli,
considerada como bioindicador de contaminacion fecal y potencial indicador de la

diseminacion de genes de resistencia antimicrobiana (Anjum et al., 2021).

3. E. coli como un Contaminante Ambiental Ubicuo: Bioindicador Ideal de
Contaminacion Fecal y Resistencia Antimicrobiana
La contaminacion ambiental afecta de manera significativa diversos entornos, incluyendo
suelos, sedimentos, tierras agricolas, plantas de tratamiento de aguas residuales y cuerpos
de agua, como fuentes de agua potable, areas recreativas y aguas subterraneas. En muchos
paises en desarrollo, las aguas residuales no tratadas se descargan directamente en cuerpos

de agua superficiales, lo que puede llevar a la infiltracion de contaminantes en el suelo y
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comprometer la seguridad del agua subterranea utilizada para beber y fines agricolas.

La contaminacion del agua potable es una de las principales causas de mortalidad
especialmente entre los nifios pequefios. Identificar fuentes de agua contaminada sigue
siendo un desafio importante, particularmente en regiones con recursos limitados (Unién
Europea, 2006). Escherichia coli (E. coli) es un indicador clave en las directrices de la
OMS para aguas recreativas debido a su capacidad para sefialar la contaminacion fecal de
origen humano y animal. E. coli es eficaz como indicador porque, aunque esta presente en
concentraciones bajas en el medio ambiente, tiene una alta tasa de supervivencia (WHO,
2009).

La diversidad de E. coli parece ser mayor en aguas superficiales en comparacion con las
aguas residuales, aungue la resistencia antimicrobiana es mas prevalente en las aguas
residuales (Delgado-Blas et al., 2021; Hutinel et al., 2019). Estas observaciones subrayan
la importancia de E. coli no solo como un indicador de la contaminacion fecal, sino también
como una herramienta para entender mejor la dindmica y la propagacion de la resistencia
a los antimicrobianos en diferentes entornos ambientales por lo cual se lo puede considerar

como un potencial indicador de resistencia antimicrobiana (Anjum et al., 2021).

La OMS vy otros organismos han establecido limites para la presencia de bacterias en el
agua destinada al consumo humano. Segun estas directrices, toda el agua potable no debe
contener bacterias coliformes termotolerantes ni E. coli detectable en una muestra de 100
mL. Los métodos mas utilizados para detectar coliformes en muestras de agua incluyen la
filtracion por membrana y la fermentacion en tubos multiples, utilizando el método del
NUmero Mas Probable (NMP) (Alonzo et al., 2022).

3.1.E. coli en el contexto de la Normativas y Estdndares de Calidad del Agua

para Consumo Humano y Uso Agricola

En la lucha por garantizar la seguridad del agua y los alimentos, la calidad microbioldgica
s un aspecto critico. Las normativas y estandares de calidad del agua y los alimentos han
sido desarrollados para proteger la salud pablica, especialmente en contextos agricolas y

de consumo humano (Hernandez-Crespo et al., 2022).
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Normas Internacionales y Nacionales de Calidad del Agua

La OMS y muchos organismos internacionales han establecido normas o estandares para
las concentraciones maximas admisibles de distintas substancias en el agua potable sobre
coliformes fecales (OMS, 2022). Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
el limite méximo permisible de coliformes totales es de 1000 UFC/100 mL en aguas
destinadas a riego de vegetales de tallo corto (como la espinaca, lechuga, brocoli) (B &
G, 2010).

El Reglamento en Materia de Contaminacién Hidrica (RMCH) de la Ley del Medio
Ambiente N° 1333 de Bolivia clasifica los cuerpos de agua segun su aptitud de uso, desde
aguas de maxima calidad aptas para consumo humano sin tratamiento hasta aguas de
calidad minima que requieren tratamientos extensivos para ser seguras (Liberman et al.,
2021), En el caso de la contaminacion fecal para cada cuerpo de agua tienen los siguientes

parametros:

- Clase “A”: Aguas naturales de maxima calidad, que las habilita como agua potable
para consumo humano sin ningin tratamiento previo, o con simple desinfeccién

bacteriologica en los casos necesarios verificados por laboratorio (<50 N/100 mL).

- Clase “B”: Aguas de utilidad general, que para consumo humano requieren

tratamiento fisico y desinfeccion bacterioldgica (<1000 N/100mL).

- Clase “C”: Aguas de utilidad general, que para ser habilitadas para consumo
humano requieren tratamiento fisico quimico completo y desinfeccion
bacterioldgica (<5000 N/100 mL).

- Clase “D”: Aguas de calidad minima, que para consumo humano en casos
extremos de necesidad publica requieren un proceso inicial de pre-sedimentacién
por el elevado contenido de solidos en suspension, luego tratamiento fisico
quimico completo y desinfeccion bacteriologica especial contra huevos y parasitos
intestinales (<50000 N/100 mL).

Para garantizar la seguridad y calidad del agua, es crucial adherirse a los Valores Maximos
Admisibles de Parametros en Cuerpos Receptores establecidos en el Reglamento en

Materia de Contaminacion Hidrica (Liberman et al., 2021).
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Criterios Microbiolégicos de Coliformes fecales para la Inocuidad de Alimentos

Una amplia gama de alimentos pueden ser un vehiculo para E. coli patdgena en conjunto
con sus respectivas ecologias. Los alimentos pueden contaminarse de manera directa o
por contaminacion cruzada durante la cosecha (hortalizas), recoleccion (leche) o faenado
(carne). Se puede producir una contaminacion adicional durante la manipulacion pos-
cosecha, transporte, elaboracion y manipulacion no higiénica de alimentos durante su
preparacion (FAO, 2011).

El Reglamento Técnico Centroamericano sobre Criterios Microbioldgicos para la
Inocuidad de Alimentos, alineado con los estandares del Codex Alimentarius, establece
limites especificos para la presencia de E. coli en alimentos, asegurando asi que frutas y
hortalizas cumplan con estandares de seguridad que protejan a los consumidores. Este
reglamento establece que la concentracion méaxima permisible de E. coli es de 100 UFC/g
en frutas y hortalizas (Codex, 1996).

Para mejorar la vigilancia sanitaria y garantizar la seguridad alimentaria, la contaminacion
de alimentos se clasifican segn su riesgo de causar dafio a la salud, basado en su
naturaleza, composicion, proceso de produccion, manipulacion y la poblacion a la que

estan dirigidos:

- Alimento Riesgo tipo A: Comprende los alimentos, que por su naturaleza,
composicion, proceso, manipulacién y poblacion a la que va dirigida, tienen una

alta probabilidad de causar dafio.

- Alimento Riesgo tipo B: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicion, proceso, manipulacion y poblacién a la que va dirigida, tienen una

media probabilidad de causar dafio.

- Alimento Riesgo tipo C: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicion, proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una

baja probabilidad de causar dafio.

El uso de agua contaminada para irrigar cultivos puede resultar en la contaminacion
directa de verduras, especialmente aquellas consumidas crudas como lechugas y

espinacas. Esto aumenta el riesgo de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos,
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ya que E. coli patégena puede causar infecciones graves, especialmente en poblaciones
vulnerables como nifios y ancianos. Por lo tanto, la vigilancia y el control de la calidad
del agua y los alimentos son esenciales para prevenir la propagacion de esta bacteria y

proteger la salud publica.
3.2.Caracteristicas generales de E. coli

La primera descripcion de la especie bacteriana Escherichia coli fue por el pediatra
aleman Theodor VVon Escherich en 1895 tras ser aislada de un nifio. E. coli es un bacilo
Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo,
oxidasa negativa, indol positivo capaz de fermentar la glucosa y la lactosa. Forma parte
de la microbiota intestinal facultativa de los humanos y animales de sangre caliente. Es
una de las primeras especies bacterianas en colonizar al recién nacido a partir del tracto
urogenital de la madre durante el parto, las colonizaciones posteriores se deben a bacterias
procedentes de los alimentos ingeridos. En humanos, el contenido de E. coli por gramo
de heces oscila entre 1077-10° siendo en animales domésticos un poco inferior 104-10
(Leekitcharoenphon et al., 2021).

3.2.1. Patotipos: cepas patdgenas intestinales de E. coli

E. coli puede causar infecciones sistémicas ya que codifican genes de virulencia
especificos que las hacen capaces de causar enfermedades. El primer grupo importante de
E. coli patogena causa sintomas caracteristicos de la enfermedad gastrointestinal y consta
de patotipos de E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC)
y un subgrupo de E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difusivamente
adhesiva (DAEC). EIl segundo grupo principal de E. coli patégena comprende E. coli

patogena extraintestinal (EXPEC) y E. coli uropatégena (UPEC) (Pokharel et al., 2023).
E. coli Enteropatdgena (EPEC)

EPEC causa diarrea acuosa infecciosa, frecuentemente acompafada de fiebre, vémitos y
deshidratacion en nifios menores de 2 afios. EPEC se adhiere a las células epiteliales del
intestino delgado para inducir la degeneracion de las microvellosidades y altera la

morfologia normal de la region apical del enterocito a través de dos factores de virulencia
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importantes de: los pelos formadores de penachos (BFP, por sus siglas en inglés) vy el
flagelo. Las infecciones pueden persistir mas de dos semanas, resultando en pérdida de

peso y desnutricion (Vidal et al., 2008).
E. coli Productora de Toxina Shiga (STEC)

La STEC se caracteriza por la presencia de genes de toxina Shiga 1 o 2. Estos patdgenos
pueden causar desde diarrea acuosa leve hasta diarrea sanguinolenta y colitis hemorragica,
con riesgo de sindrome hemolitico uremico (HUS). El serogrupo mas comun, 0157, ha
sido responsable de varios brotes importantes. Las infecciones son generalmente
autolimitadas, resolviéndose en 7 dias. El tratamiento es de soporte, y no se recomienda
el uso de antibioticos. Se estan desarrollando tratamientos alternativos, como el uso de

anticuerpos monoclonales (Alonso, 2018).
E. coli Enterotoxigénica (ETEC)

ETEC es una causa principal de diarrea del viajero y es endémica en paises
subdesarrollados, afectando gravemente a los nifios. Este patotipo produce enterotoxinas
termoestables o termolabiles y utiliza factores de colonizacion para adherirse al epitelio
intestinal. La infeccion provoca diarrea acuosa que puede llevar rapidamente a la

deshidratacion, acompafada de fiebre, calambres abdominales y vomitos (I et al., 2012).
E. coli Enteroinvasiva (EIEC)

EIEC, similar a Shigella spp., causa disenteria bacilar al invadir las células epiteliales y
propagarse de célula a célula. La infeccion inicialmente se presenta con diarrea acuosa,
fatiga y fiebre, seguida de deshidratacion, calambres abdominales y heces con sangre y
moco. La mayoria de las infecciones son autolimitadas, pero pueden surgir

complicaciones graves como perforacion intestinal y peritonitis (I et al., 2012)
E. coli Enteroagregativa (EAEC)

EAEC, identificada en la década de 1980, causa diarrea persistente en nifios de areas
endémicas y en pacientes con VIH, siendo también una causa importante de diarrea del
viajero. Este patotipo utiliza adhesinas fimbriales y enterotoxinas para adherirse y causar

enfermedad. Las infecciones se presentan con diarrea acuosa con moco, fiebre, vomitos y
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dolor abdominal. Los casos persistentes pueden llevar a desnutricion (Alonso, 2018).
E. coli de Adherencia Difusa (DAEC)

DAEC causa diarrea al adherirse a las células epiteliales sin seguir patrones clasicos de
adherencia. Su rol exacto como patotipo requiere mas estudios epidemioldgicos debido a
dificultades en su clasificacion e identificacion (Pokharel et al., 2023).

Infecciones Extraintestinales por E. coli (EXPEC)

EXPEC, especialmente E. coli uropatogena (UPEC), es comun en infecciones fuera del
tracto intestinal, incluyendo ITUs y infecciones sistémicas como bacteriemia y meningitis
neonatal. EXPEC muestra diversidad genomica y utiliza una variedad de factores de
virulencia, como toxinas, para infectar. UPEC es la principal causa de ITUs,
especialmente en mujeres, y puede ser transmitida a través de actividades sexuales o
alimentos contaminados. El tratamiento de EXPEC incluye antibidticos como
cefalosporinas de tercera generacion y fluoroquinolonas, aunque se observa resistencia
creciente (Pokharel et al., 2023)

E. coli uropatégena (UPEC)

UPEC es causante de infecciones urinarinarias especialmente en mujeres causando el 90%
de las ITU comunitarias y el 50% de las hospitalarias. UPEC muestra alta diversidad
genética y contiene factores de virulencia como fimbrias tipo 1 y P, adhesinas, hemolisina,
sideroforos y la capsula K1. E. coli asciende al area periuretral, facilitada por adhesinas
que permiten la adherencia a las células uroepiteliales. Toxinas como la hemolisina y el
factor necrotizante citotoxico también contribuyen a la colonizacion. Estos factores varian

entre subgrupos, sugiriendo multiples mecanismos de patogénesis(Pokharel et al., 2023).
3.3.Resistencia antimicrobiana por E. coli

Aunque generalmente es susceptible a casi todos los agentes antimicrobianos de
importancia clinica, E. coli demuestra una alta capacidad para adquirir resistencia
genética, especialmente mediante la transferencia horizontal de genes. En las Gltimas
décadas se ha reportado la aparicion de E. coli multidrogo-resistentes en varios paises. El

principal mecanismo de resistencia corresponde a la produccion de enzimas -lactamasas
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de espectro extendido (BLEE), transmitidas por plasmidos que confiere resistencia a las

cefalosporinas de amplio espectro (Majumder et al., 2021).

Una amplia gama de agentes antimicrobianos inhibe eficazmente el crecimiento de E. coli.
Las B-lactamas, fluoroguinolonas, aminoglucésidos y trimetoprima-sulfametoxazol se
utilizan comunmente para tratar infecciones comunitarias y hospitalarias. Las f-lactamas
interrumpen la sintesis de la pared celular al unirse a proteinas de unién a la penicilina,
esenciales para la formacion del peptidoglicano. Las fluoroquinolonas interfieren con el
superenrollamiento del ADN y promueven la ruptura del ADN bicatenario. Los
aminoglucosidos se unen irreversiblemente a la subunidad ribosémica 30S, inhibiendo la

sintesis proteica bacteriana (Nasrollahian et al., 2024).

C. Marco conceptual
Bacteriofago: Virus que infecta y replica dentro de bacterias.
Litico: Ciclo de vida del bacteriofago en la que destruye la célula bacteriana huésped
durante la liberacion de nuevas particulas virales.
Lisis: Ruptura o destruccion de una bacteria.

Control Bioldgico: Uso de organismos Vvivos, en este caso, bacteriéfagos, para controlar el

crecimiento o la proliferacion de bacterias.

Unidad formadora de colonia (UFC): Estimacion del ndimero de organismos vivos

presentes en la muestra que tienen la capacidad de formar colonias bajo las condiciones
especificas de cultivo utilizadas.

Unidad formadora de placa (UFP): Indica el nimero de particulas virales capaces de

infectar células y formar placas de lisis en cultivos bacterianos.
Resistencia: Capacidad de las bacterias para resistir los efectos de los antibi6ticos, lo que
dificulta el tratamiento de las infecciones

Banco de Bacteriofagos: Coleccion de diferentes bacteridéfagos liticos especificos para

ciertos patdgenos Puede ser utilizado como una fuente para seleccionar fagos especificos
para el control de cepas resistentes.

Aislamiento: Proceso de obtener y purificar bacteriéfagos especificos a partir de muestras
ambientales.

Especificidad: La capacidad de un bacteriéfago para infectar selectivamente una especie o

cepa bacteriana especifica.
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Interaccion Hospedero-Fago: La relacion entre el bacteriéfago y la bacteria hospedera.

Propagacion: Proceso de aumentar la cantidad de bacteriéfagos en una muestra.
Multiplicidad de infeccion (MOI): Relacion entre el numero de particulas virales y el

namero de bacterias hospedadoras, indica cuantas particulas virales estan presentes en

relacion con el nimero de bacterias susceptibles a la infeccion.

I1l.  Formulacién de las hipdétesis de investigacion
Hipdtesis Nula (Ho)
Ninguno de los bacteriéfagos aislados de aguas superficiales y heces de aves de corral, son
efectivos como agentes de control bioldgico contra cepas de Escherichia coli resistentes a
antibioticos y otros patdgenos.
Hipotesis Alternativa (Hi)
Los bacteriéfagos aislados de aguas superficiales y heces de aves de corral, son efectivos
como agentes de control bioldgico contra cepas de Escherichia coli resistentes a

antibioticos y otros patdgenos.

IV.  Operacionalizacién de las variables de estudio.
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Caracterizar cepas de E.coli aisladas de muestras de aguas, suelos contaminados de granjas avicolas y cultivos agricolas como bioindicadores de
contaminacion fecal y de resistencia antimicrobiana.

Variable Definicion Dimension Indicador Unidad de Medida Tipo de Variable
Resistencia antimicrobiana Capacidad de las cepas de | Tamafio del halo de Diametro de Categoria de resistencia Cualitativa
de Escherichia coli. E. coli para presentar inhibicién. inhibicion en mm. (Resistente, Intermedia, nominal
resistencia a diferentes Susceptible).
antimicrobianos.
Secuenciacion de cepas Técnica para identificar Similitud con secuencias | Porcentaje de Porcentaje % Cualitativa
aisladas bacterias, mediante la de referencia 16S rRNA. | identidad. nominal

secuenciacion del gen 16S
rRNA.

Caracterizar bacteri6fagos ai

slados a partir de muestras

controladores de la proliferacion de cepas aisladas de E.

de aguas y suelos contaminados de granjas avicolas y cultivos agricolas como potenciales

coli resistentes a antibiotic

0S.

Actividad Litica frente a
Cepas E. coli

Capacidad de los fagos
aislados de lisar las cepas
aisladas de E. coli
multidrogo-resistentes.

Halos de lisis o placas.

Reduccion del
porcentaje de células
viables.

Unidades formadoras de
placa/ mililitro
(UFP/mL).

Cuantitativa
continua

Rango de Hospedero

Indica qué bacterias
pueden ser lisadas por un
bacteriéfago.

Halos de lisis en placas
de agar de diferentes
cepas.

Reduccién del
porcentaje de células
viables.

Unidades formadoras de
placa UFP

Cuantitativa
discreta

Estabilidad a Diferentes
Temperaturas:

Capacidad de los fagos
para mantener su
actividad litica a
diferentes temperaturas.

Halos de lisis después
del tratamiento en placas
de agar.

Reduccién del
porcentaje de células
viables.

Unidades formadoras de
placa/Unidades
formadoras de colonia.
UFP/UFC, tiempo horas.

Cuantitativa
continua

Estabilidad a Diferentes pH

Capacidad de los fagos
para mantener su
actividad litica en
diferentes pH.

Halos de lisis después
del tratamiento en placas
de agar.

Reduccion del
porcentaje de células
viables.

Unidades formadoras de
placa/Unidades
formadoras de colonia.
UFP/UFC, tiempo horas.

Cuantitativa
continua

Evaluar la capacidad litica de un bacteriéfago aislado co

mo modelo de caracterizacion de la eficiencia como controlador bioldgico.

Multiplicidad de infeccién Numero de fagos por Numero de fagos por Densidad dptica DO A 600 nm Cuantitativa

(MOI) celula hospedadora. celula infectada. Hora continua.

Area bajo la curva Es una medida NUmero de fagos por Densidad Optica DO A 600 nm Cuantitativa
cuantitativa de bacterias célula infectada. Hora continua.

lisadas por los fagos
durante un periodo de

tiempo
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V. Disefio metodologico.

A. Poblacion en estudio, ambito y periodo de investigacion

La poblacién en estudio comprende bacteriéfagos y cepas de Escherichia coli aisladas del
rio La Paz, verduras de la localidad de Mecapaca y heces de aves de corral de la localidad
de Sorata. Se seleccionaran bacteriofagos especificos con potencial actividad contra cepas
de E. coli multidrogo-resistentes presentes en estos ambientes. Se tomaron muestras de
agua superficiales y sedimentos del Rio La Paz, cultivos agricolas y muestras de heces de
aves de corral en granjas avicolas para evaluar la presencia y actividad de bacteri6fagos
durante las gestiones 2022-2023.

B. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion que se realizara es de tipo “experimental”, segin el disefio

“transversal” y segun el proposito “descriptiva”.

C. Materiales, métodos, técnicas y procedimientos a ser empleados

1. Determinacion del perfil de resistencia y susceptibilidad a antimicrobianos
de las cepas de Escherichia coli aisladas.

1.1. Obtencion de muestras

Las muestras se recolectaron de heces de aves de corral en la localidad de Sorata,
sedimentos obtenidos del rio La Paz y cultivos agricolas de la localidad de Mecapaca,
las muestras se trasladaron al laboratorio en un lapso de 1 hora en cadena de frio.

1.2. Aislamiento de cepas de E. coli a partir de heces y condiciones

de cultivo bacteriano

Las muestras de heces se recolectaron en tubos de centrifuga de 50 mL con Soft-agar
(0,6 % p/v). Un asa llena de la suspension de cultivo se sembré en agar MacConkey y
medio CHROMAgar® ECC, se incub6 durante 18 h a 42 °C. Al dia siguiente, las
colonias lisas, circulares convexas de color rosa en agar MacConkey y las colonias azules
del medio CHROMAgar® ECC se subcultivaron en agar eosina azul de metileno (EMB).
Posteriormente, las colonias con brillo verde metédlico en EMB se caracterizaron

microscopicamente usando la tincion de Gram e identificacion mediante pruebas
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bioquimicas como agar Citrato de Simmons, agar hierro tres azucares (TSI), agar lisina
hierro (LIA), agar sulfuro de hidrogeno indol motilidad (SIM) y caldo urea. Las cepas
identificadas se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) y con agitacion a 180 rpm a 37

°C para la incubacion durante 8 h, posterior fueron almacenadas con glicerol al 80 % a -

80°C (figura 3).
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Figura 3. Metodologia empleada en el alistamiento y caracterizacion de cepas de E. coli y bacteriéfagos.

1.3. Aislamiento de cepas de E. coli a partir de aguas residuales y

condiciones de cultivo bacteriano

Se recolectaron 150 mL de agua del rio La Paz. Se realizaron diluciones 1:10 con

solucion fisioldgica en cinco tubos de ensayo 101, 102, 10% y 10* y 10°. De las diluciones

realizadas solo se filtraron 1000 uL de las tres Gltimas, en membranas de 0,22 pm las
mismas que fueron pasadas a placas con medio CHROMAgar® ECC, se incubaron a 42

°C durante 24 h. Se realizo el repique de las colonias azules utilizando la técnica de estria
de agotamiento sobre el medio CHROMAgar® ECC (1,2 % p/v), se cultivé a 42°C
durante 24 h. Las colonias axénicas de color azul se tifieron usando el kit de tincién de
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Gram vy se realizaron pruebas bioquimicas como agar Citrato de Simmons, agar hierro
tres azucares (TSI), agar lisina hierro (LIA), agar sulfuro de hidrogeno indol motilidad
(SIM) y caldo urea. Las colonias se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) se incubaron
a 37°C en agitacion a180 rpm durante 8 h, posterior fueron almacenadas con glicerol al
80 % a -80°C.

1.4. Aislamiento de cepas de E. coli a partir de muestras de verduras

y condiciones de cultivo bacteriano

Las muestras de verduras se recolectaron en balsas de cierre hermético. En el laboratorio,
se colocaron las muestras en envases con solucion fisioldgica y se los dejo en agitacion
durante 1 hora. Posterior, con un asa llena de la suspension se sembrd en agar
MacConkey y medio CHROMAgar® ECC, se incub6 durante 18 h a 42 °C. Al dia
siguiente, las colonias lisas, circulares convexas de color rosa en agar MacConkey y las
colonias azules del medio CHROMAgar® ECC, se subcultivaron en agar eosina azul de
metileno (EMB). Posteriormente, las colonias con brillo verde metalico en EMB se
caracterizaron microscépicamente usando la tincion de Gram e identificacion mediante
pruebas bioquimicas como agar Citrato de Simmons, agar hierro tres azucares (TSI), agar
lisina hierro (LIA), agar sulfuro de hidrogeno indol motilidad (SIM) y caldo urea. Las
cepas identificadas se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) y con agitacion a 180 rpm
a 37 °C para la incubacion durante 8 h, posterior fueron almacenadas con glicerol al 80
% a -80°C.

1.5. Secuenciacion de las cepas aisladas

Para la identificacion de las cepas aisladas, se llevo a cabo la amplificacion por PCR y
la secuenciacion del gen 16S rRNA con secuenciacion ONT (Oxford Nanopore
Technologies). Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando herramientas
bioinformaticas como: EPI2ME (v5.1.14, ONT), OmicsBox (v2.0, BioBam) y BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). La secuenciacion se realizd usando un kit de
secuenciacion con barcodes (Native Barcoding Kit, ONT). Las bibliotecas de ADN se
secuenciaron en celdas de flujo FLO-MIN114 durante 28 h. Los archivos RAW
obtenidos pasaron por un proceso de basecalling usando el modelo Super Acurate (SUP)

en Dorado (v0.7, ONP). Finalmente, los archivos fasta resultantes fueron procesados en
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el Laboratorio de biologia molecular de Instituto de Investigaciones Farmaco

Bioquimicas.
1.6. Prueba de susceptibilidad y resistencia a antimicrobianos

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de E. coli se realizd
utilizando el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) en agar Mueller-Hinton de
acuerdo con las directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) con
los siguientes antimicrobianos: ceftazidime (CAZ), cefoxitina (FOX), imipenem (IMP),
amoxicilina- 4cido clavulanico (AMC), cefepime (FEP), cefotaxima (CTX),
levofloxacina (LEV), gentamicina (GM), trimetoprim-sulfametoxazol (STX), amikacina
(KZ), ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TE), acido nalidixico
(NAL). Las cepas aisladas se inocularon en caldo nutritivo y se dejé se incubando a 37°C
por 12 h. Se prepard una suspension estandarizada de acuerdo a la escala 0,5 de
McFarland, de las cepas aisladas en solucion fisioldgica y con un hisopo de algodén
estéril se inoculd en placas de agar Mueller-Hinton. A continuacion, se colocaron los
discos y se presionaron suavemente con la punta de las pinzas para asegurar un contacto
completo con la superficie del agar y se incub6 a 37 °C en condiciones aerobicas durante
16 a 18 h.

Las zonas claras de inhibicion del crecimiento bacteriano se midieron en mm utilizando
como control E. coli ATCC 25922 (sensible a todos los antibioticos). Los hallazgos se
registraron como susceptible y resistente de acuerdo con los puntos de quiebre de la
CLSI.

Establecimiento y caracterizacion de un banco de bacteriéfagos con actividad litica

frente a cepas E. coli multidrogo-resistentes aisladas
2.1. Aislamiento de bacteriéfagos

Se afiadié tampon SM en una proporcién 1:1 (v/v) a las muestras de heces y de rios, se
estabilizaron toda la noche en agitaciéon a 120 rpm, se tomaron 10 mL del sobrenadante
en un tubo de centrifuga, el sobrenadante se centrifugd a 13000 rpm por 10 min. El
sobrenadante se filtr6 en membranas de 0,22 pm en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

En viales, se afiadio 1 mL de los caldos con las cepas aisladas y 2 mL del filtrado, se dejo
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en agitacion por 180 rpm a 37°C durante 48 h. Al dia siguiente, el lisado de fago obtenido
se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, el sobrenadante se filtr6 en membranas de
0,22 pm en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Para detectar la presencia de
bacteriofagos se realiz6 la prueba puntual que consiste en placas de agar LB vertidas en
4 mL de agar soft (0,5% p/v) con 200 pL de la cepa y en puntos especificos se inoculd 5
uL de cada filtrado. Se rescataron los halos de lisis de las placas de agar LB con la punta

del tip, se almacenaron a 4 °C en tampon SM (Figura 3).
2.2. Purificacién de bacteriofagos

Para la purificacion de bacteri6fagos se utiliz6 la prueba puntual que consiste en extraer
una porcién del gel del halo de lisis con la ayuda de la punta de un tip, posteriormente se
colocd el tip en un tubo con 3 ml de caldo LB con E. coli, los tubos se dejaron en agitacion
a 120 rpm durante 24 h. El lisado de fago obtenido, se centrifug6é a 13000 rpm por 10
min, el sobrenadante se filtr6 en membranas de 0,22 pum en tubos de microcentrifuga de
1,5 mL. Se hicieron diluciones seriadas y se sembraron en placas de acuerdo con el
ensayo de prueba puntual. Este proceso se repitid hasta que todas las morfologias de las

placas de lisis sean consistentes.
2.3.Titulacioén de los bacteriéfagos aislados

Se realizaron diluciones seriadas de cada filtrado con bacteriéfagos y un recuento del
namero de halos de lisis y la dilucién de la misma que se registraron como unidad

formadora de placa sobre mililitro (UFP/mL).
2.4. Prueba puntual (Spot test)

se mezcl6 100 pL del cultivo bacteriano con 3 mL de agar blando y se vertio sobre una
placa de agar solida, formando una capa uniforme de bacterias. Posteriormente, se
depositaron pequefias gotas de las soluciones de fagos (aproximadamente 5 pL) de los
titulos de fagos. Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. La presencia de
halos de lisis alrededor de las gotas indico la actividad litica de los fagos. Posterior, se
realizo la propagacién de una sola unidad formadora de placa (UFP) y la técnica de spot
test 3 veces para aislar al bacteriofago. Para la titulacion de bacteriéfagos se realizé el

ensayo de doble capa.
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2.5. Determinacion del rango de hospedero

Cada cepa bacteriana aislada se cultivo en caldo LB hasta la fase logaritmica media de
crecimiento en agitacion 120 rpm a 37°C durante 12 h. Se coloco 200 pL de caldo con
bacteria a tubos de tapa rosca con 4 mL agar-soft (0,5%), se los homogenizé y se vertio
sobre placas de agar LB (1,2% p/v), se dejaron solidificar durante 15 min. Se inocul6 5

uL de cada filtrado de fagos en las placas.

2.6. Determinacion de la estabilidad de los fagos a diferentes rangos

de temperatura 'y pH

Para determinar la estabilidad térmica de los bacteri6fagos, se coloc6 50 L del filtrado
de bacteriofagos con titulos de 102 en 7 tubos de microcentrifuga se pre-incub6 a -20 °C,
25 °C, 37 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C y 80 °C durante 60 y 120 minutos, posteriormente se
realizo la prueba puntual. Para determinar la estabilidad de los fagos en pH se probdé en
un amplio rango de: 2, 3, 5, 7, 8, 10, 12. Se utiliz6 buffer PBS y para ajustar el pH del
mismo se usd6 NaOH y HCI a los cuales se les afiadié un volumen de lisado de fago
filtrado y se incub6 a 37°C durante 24 h. Para neutralizar los filtrados, se tomaron 100
uL de cada uno de los tubos y se los coloco en 900 uL de tampdn SM. Para observar la
actividad litica de los filtrados se realiz6 la prueba puntual.

2.7.Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

El procedimiento para la obtencién de micrografias se realizé en la Universidad de
Uppsala, Suecia, como parte de las actividades englobadas en el subprograma de Control
bioldgico de patdgenos trasmitidos a través de alimentos. La metodologia empleada fue
la siguiente: Las muestras se fijaron con un volumen igual de formaldehido al 4%. Se
colocaron 5 pl de muestra en una rejilla de cobre de 200 mallas recubierta de
formaldehido y carbono (Ted Pella). El exceso de solucion se eliminé secando con papel
de filtro. A continuacién, se lavo la rejilla dos veces sobre gotas de agua MQ
directamente y se contrastd dos veces sobre una gota con acetato de uranilo al 2%. El
exceso de acetato de uranilo se eliminé mediante secado con papel de filtro y la rejilla se
seco al aire. Las imagenes se adquirieron con un microscopio electronico de transmision
Tecnai™ G2 Spirit BioTwin (Thermo Fisher/FEI) a 80 kV con una cdmara CCD ORIUS
SC200 y el software Gatan Digital Micrograph (ambos de Gatan Inc./Blue Scientific).
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3. Evaluacion de la capacidad litica de un bacteriofago aislado como modelo de

caracterizacion de la eficiencia como controlador bioldgico.
3.1. Multiplicidad de infeccion (MOI)

En microplacas de 96 pocillos, se evalud la capacidad litica de los bacteri6fagos
colocando las cepas de E. coli junto con los bacteridfagos a distintas MOI (10; 1; 0,1;
0,01 y 0,001). La densidad oOptica de cada placa se midié en un espectrofotometro
(EPOCH) a 600 nm. EI cultivo bacteriano incubado durante la noche se ajust6 a 0,5 de
la escala de McFarland en 1 mL de solucién fisioldgica, que se inocul6 en 5 mL de caldo
LB (Luria Bertani), 100 uL de esta suspension y 100 uL de bacteri6fagos se colocaron
en los pocillos de una microplaca de 96 pocillos. Se incubé a 37 °C en un agitador y se
medié cada hora la DO600 nm. Como control negativo de crecimiento solo se empled
una mezcla de 100 pL de LB y 100 pL de buffer SM y como control positivo de
crecimiento 100 pL de suspension bacteriana y 100 puL de caldo LB.

3.2. Curva de un solo paso

Una cepa de E. coli aislada se cultivo en caldo LB hasta la fase logaritmica media de
crecimiento en agitacion 120 rpm a 37°C durante 12 h. Se mezcléo 1 mL de cultivo
bacteriano (1 x 1076 CFU/mL) con 100 uL de la suspensién de fagos (1 x 108 UFP/mL)
para obtener una MOI de 100. Se dejé incubando a 37°C durante 5 minuto para permitir
la adsorcion de los fagos a las bacterias. Posterior, se centrifugd la mezcla a 11,000xg
durante 30 segundos para separar las bacterias infectadas de los fagos libres. Se desecho
el sobrenadante cuidadosamente y se re-suspendié el pellet bacteriano en 50 mL de
medio LB fresco en agitacion 120 rpm a 37°C. Se tomd una muestra de 1 mL a intervalos
de 5 minutos durante 40 minutos. Cada muestra inmediatamente se centrifugd a
11,000xg durante 30 segundos para separar las bacterias, se recuperé el sobrenadante y
posterior se realizo diluciones en serie de cada muestra en solucién salina estéril para
luego realizar la prueba puntual. Pasadas las 16 horas se conto las unidades formadoras

de placa (UFP) en las placas incubadas.

D. Procesamiento de los datos.
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Objetivo 1: Determinar el perfil de resistencia y sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de Escherichia coli aisladas de heces de granjas
avicolas de la localidad de Sorata, verduras de la localidad de Mecapaca y el rio La Paz.

Actividad 1: Toma de muestra

Resultado

Recoleccion de Datos

Analisis de Resultados

- NUmero de muestras de heces de granjas
avicolas.
- Numero de muestras del rio La Paz.

- NUmero de muestras verduras

Cuaderno de datos:

- Identificacion de la muestra.

- Fecha y hora de recoleccion.

- Ubicacion geogréfica.

- Coordenadas del lugar de muestreo.

No corresponde

Actividad 2: Aislamiento de cepas de Escherichia coli

Identificacion de cepas de Escherichia coli de
muestras de heces de granjas avicolas, rios y
verduras

Registro de resultados de la tincion Gram y
pruebas bioguimicas.

- Gréfica de barras en excel indicando donde se encuentra
mayor resistencia antimicrobiana.
- Tabla resultados de las pruebas bioguimicas.

Actividad 3: Perfil de resistencia y sensibilidad a

antimicrobianos de las cepas aisladas.

- Sensibilidad a Antibioticos de las cepas
aisladas.

- Resistencia a antibioticos de las cepas
aisladas.

- Identificacion de mecanismo de resistencia
por la sinergia de antibidticos combinados.

- Registro del didmetro de la zona de
inhibicion alrededor del disco.

- Clasificacion en resistente o sensible
desacuerdo a las normas de la CLSI 2023.

Mapa de calor utilizando el paquete heatmap2 en R,
indicando si es sensible o resistente al antibidtico a través
de colores.

Objetivo 2: Aislar bacteriéfagos a partir de aguas y suelos contaminados de granjas avicolas y cultivos agricolas con actividad litica frente a cepas

E. coli multidrogo-resistentes aisladas.

Actividad 1: Toma de muestra

- Numero de muestras de heces de granjas
avicolas.

- Ndmero de muestras del rio La Paz.

- NUmero de muestras de verduras.

Cuaderno de datos:

- Identificacion de la muestra.

- Tipo de muestra (agua, suelo, heces).
- Fecha y hora de recoleccion.

- Ubicacion geografica.

- Coordenadas del lugar de muestreo.

No corresponde

Actividad 2: Banco de bacteriofagos

- NUmero de bacteriéfagos aislados de muestras
de heces de granjas avicolas.

Cuaderno de registro:
- Descripcion del método utilizado para
aislar fagos.

Titulacion de bacteriéfagos.
UFP/mL

Por triplicado se obtiene:

- Media X
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- NUmero de bacteriofagos aislados de muestras
del rio La Paz.

- Numero de bacteriéfagos aislados de muestras
de verduras.

- Registro de la efectividad de la lisis.

- Registro del tamafio de halo de lisis.

- Registro de la titulacion de los filtrados
de bacteriofagos.

o_xXI

n
Y XI=suma de todas las medidas
n= ndmero de datos
- Desviacion estandar DS

_ [Zren - Xy
A T

X=variable

Xj= observacién numero j de la variable X.

N= nlmero de observaciones
X=es la media de la variable X.
- Error Estandar de la Media EE

_bs
EE=7,

DS= desviacion estandar
n= nldmero de datos.

Actividad 3: Rango de Hospedero en cepas de E.

coli MDR aisladas.

- Especificidad del bacteri6fago.
- Resistencia bacteriana.

- Registro de los halos de lisis en diferentes
cepas bacterianas.

- UFP en cada placa.

- Diagrama de cuerdas por R a través de los paquetes

circlize, Python.

Actividad 4: Estabilidad a diferentes pH y temperaturas.

- Temperatura optima de almacenamiento.
- Termoestabilidad.

- Tasa de inactivacion de los fagos a
temperaturas elevadas.

- Efecto del pH en la estabilidad.

- Registro de la viabilidad y actividad
infectiva de los fagos.

- Registro del perfil de pH y temperatura
optimo.

- Conteo de las UFP
Todo por triplicado:
- Media o promedio
- Desviacion estandar

- Grafica de puntos por R a traves de los paquetes ggplot 2.

Objetivo 3: Evaluacién de la capacidad litica de un bacteriéfago aislado como modelo de caracterizacion de la eficiencia como controlador

biologico. .

Actividad 1: Multiplicidad de Infeccién
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- Relacion entre el nimero de particulas virales
y el nimero de bacterias hospedadoras en una
infeccion.

- Estimacion de concentraciones virales e
interacciones entre fagos y bacterias.

- Registro de las diferentes MOI para cada
filtrado.
- Registro de los datos de densidad optica.

-UFP/UFC

Todo por triplicado:

- Media 0 promedio

- Desviacion estandar

- Curva de crecimiento viral y celular y grafica del area
bajo la curva utilizando los paquetes ggplot2, tidyr gggrid,
paletteer en R.

Actividad 4: Curva de un solo paso

- Adsorcién del fago

- Tiempo de latencia

- Numero de particulas virales liberadas.
- Estudio de parametros cinéticos.

- Registro del tiempo de adsorcion y de
latencia.

- Registro del nimero de fagos adsorbidos
y particulas liberadas.

- Conteo de las UFP

- Tiempo de latencia

- Tasa de liberacion

- A través del paquete ggplot 2 en R studio.
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E. Procedimientos administrativos

La investigacion forma parte del proyecto “Control biologico de los principales patdgenos
trasmitidos por alimentos con el uso de bacterioéfagos”, que cuenta con financiamiento del
Programa de cooperacion Asdi-UMSA 2021 - 2025.
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VI. Resultados y discusién

1. Escherichia coli como bioindicador de contaminacion fecal y de resistencia

antimicrobiana en el contexto de “One Health”
1.1. E. coli como bioindicador de contaminacion fecal

La contaminacion ambiental por E. coli y su creciente resistencia a los antimicrobianos
es un problema de salud publica, debido a que puede propagarse rapidamente en el medio
ambiente, facilitando la transferencia de genes de resistencia a antimicrobianos a otros
patdgenos o heterétrofos. Debido a su capacidad para adaptarse tempranamente a genes
de resistencia a los antibidticos, E. coli es considerado un bioindicador eficaz de
resistencia antimicrobiana. Ademas, su presencia generalizada en diversos entornos lo
convierte en un bioindicador clave de la contaminacion fecal en agua y alimentos (Anjum
et al., 2021; Smit et al., 2023). La OMS ha reconocido la prioridad critica de E. coli
debido a su resistencia a antibioticos esenciales para el tratamiento de infecciones graves.
Su propagacion en diversas fuentes ambientales resalta la necesidad de una vigilancia
integrada y de medidas de control para abordar la contaminacidon fecal y la resistencia

antimicrobiana en distintos entornos (OMS, 2021a).

En el presente estudio, se aislaron un total de 40 cepas de E. coli a partir de diversas
fuentes (Figura 5), incluyendo heces de aves de corral del municipio de Sorata, aguas
superficiales (rios: agua y sedimentos) y vegetales de plantaciones localizadas en el

municipio de La Paz y Mecapaca (figura 4).

/-""Puntos de toma de muestra
O Aguas superficiales
/ A\ Verduras

&> Heces de aves de corral

Figura 4. Distribucion de los sitios de muestreo en la provincia Murillo, que incluye los municipios de
La Paz y Mecapaca, y en el municipio de Sorata de la provincia Larecaja.
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Estas cepas fueron aisladas inicialmente mediante técnicas de cultivo selectivo y
diferencial, donde las colonias exhibieron las caracteristicas tipicas de E. coli, tales como
el color azul en CHROMagar ECC y la presencia de colonias con centro negro azulado
y brillo verde metalico en agar EMB. Los resultados de las pruebas bioquimicas de las
cepas putativas fueron; SIM positivo, TSI positivo, LIA positivo, citrato negativo y urea

negativa (ver tabla en los anexos).

Con la finalidad de confirmar la identidad de estas cepas, se llevo a cabo la amplificacion
y secuenciacion del gen 16S rRNA, lo cual confirmo su clasificacion como Escherichia

coli.

7 cepas

=2 Sitio_de_Aislamiento

Aguas superficiales
Cultivos agricolas

Heces de aves

18 cepas

Figura 5. Nimero de colonias aisladas por sitio de aislamiento.

En la época seca del afio 2022, asi como en la época humeda del afio 2023, se observo
que la concentracion de E. coli en las aguas superficiales de la region superé el limite
permisible de 1,000 UFC/100 mL hasta en cuatro 6rdenes logaritmicos. La Figura 6
muestra las Unidades Formadoras de Colonias por 100 mililitros (UFC/100 mL) de E.
coli en aguas superficiales y sedimentos de rios que desembocan en el rio La Paz en
diferentes epocas, junto con la temperatura del agua durante los muestreos de acuerdo al
Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) (Ambiente, 2023). Los
resultados obtenidos reflejan que, durante la época seca las concentraciones de E. coli en
los rios estudiados mostraron variaciones, influenciadas por la temperatura. En 2023, se
noté un aumento en la densidad microbiana durante la época seca en el rio La Paz tanto

en aguas superficiales como sedimentos a comparacion con la época himeda.
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La densidad microbiana en los cuerpos de agua varia entre la época seca y humeda del
afio, influenciada por diversos factores fisicoquimicos, ambientales y actividades
antropogénicas. Durante la época seca, la reduccion del caudal contribuye a un aumento
en las concentraciones de coliformes fecales en el agua. Ademas, factores como el pH,
la temperatura y la oxigenacion del agua juegan un papel crucial en el aumento de la
densidad microbiana (Smit et al., 2023). . En contraste, durante la época de lluvias, el
aumento del caudal suele diluir la densidad microbiana, lo que podria explicar el
descenso en la concentracion de E. coli en la época humeda (Hill et al., 2015). Los
resultados obtenidos revelaron un incremento en la concentracion bacteriana durante la
época seca. Poma y colaboradores (2016) determinaron que el pH, la temperatura y la
conductividad de los rios que desembocan en el rio La Paz influyen en la concentracion

de coliformes fecales durante la epoca seca.

Un estudio realizado por Guzman-Otazo y colaboradores (2019), analizaron muestras de
aguas superficiales, suelos agricolas y cultivos de distintos sitios a lo largo de la cuenca
del rio La Paz. Los resultados mostraron un aumento significativo en el nimero de
enterobacterias, especialmente de Escherichia coli (incluyendo los patotipos ETEC,
EPEC, EHEC, EAEC, y EIEC). Otro estudio encontr6 una alta densidad de coliformes
termotolerantes asociada con la presencia de patdgenos entéricos en aguas que
desembocan en el rio La Paz como ETEC y Salmonella sobre todo durante la estacion
lluviosa, especialmente en diciembre que coincidia con un aumento de episodios

diarreicos (Poma et al., 2016).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) el limite maximo permisible de
coliformes totales es de 1000 UFC/100 mL en aguas destinadas a riego de vegetales de
tallo corto (como la espinaca, lechuga, brécoli) (B & G, 2010). En nuestros resultados,
obtuvimos valores muy por encima de los limites permisibles (figura 6). La OMS
establece pardmetros para considerar qué aguas sin tratamiento contienen coliformes
fecales (E. coli y Klebsiella) que oscilan entre 105-101° UFC/100mL (Adenda, 2020).

70



GM /=

A 20000000 18 B 2000000 C 70000000
16 1800000 ] 60000000
16000000 14 1600000
50000000
TE' 12 %I) 1400000 -
S 12000000 o 1200000 0
S 10 3w ¥ 40000000 -
S © @ 1000000 5
el 8 =)
D 8000000 g- 800000 30000000
6 2
600000 20000000
4000000 4 400000
) 10000000
200000 I-I |'|
OPS 1000, 0 CODEX 100() + == == - - Mo B_m_E _m| 0 A = -
M AN IO O© O~
AL ; Vv )
PR R R R PP I S SN SN SN AN
&£ &£ &L L LS &L £ £ L &L &L &
Q\) ,b(‘ ’b'\ ’b\ \’b\ 60 A A °
R & LSELF S &
\)@* Q Q 00 ’bo Qo Q% .\\\ O\\
& & < NP I T e
& o0 & C &

Figura 6. A) Unidades formadoras de colonias por 100 mililitros (UFC/100 mL) de E. coli en aguas superficiales y sedimentos de rios que desembocan en el rio La Paz en
diferentes épocas. El limite permisible de coliformes fecales segiin la OPS esta representado por la linea punteada roja. La linea continua roja indica la temperatura del agua en
grados Celsius (°C) de acuerdo a SENAMHI durante los muestreos. B) Unidades formadoras de colonias por gramo(UFC/g) de E. coli en muestras de verduras recolectadas del
municipio de Mecapa. Limite permisible de E.coli (100 UFC/g) del Codex Alimentarius representado por la linea punteada roja . C) E.coli: Unidades formadoras de colonias
por gramo de heces de aves de corral recolectadas del municipio de Sorata.
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Comparandolo con los resultados obtenidos, los rios que desembocan en el rio La Paz
contienen una alta contaminacion fecal. Segun el Establecimiento de la Linea Base e
Indicadores para el Monitoreo de la Biodiversidad y Fuentes de Agua en el Municipio
de La Paz del Gobierno Autdnomo Municipal de La Paz, los rios que convergen en el rio
La Paz son clasificados como agua clase “D” (aguas de mala calidad) con un valor
maximo admisible de coliformes fecales de <50,000 NMP/100mL. (Liberman et al.,
2021) . Los analisis microbioldgicos demuestran que estas aguas son de pésima calidad
sanitaria con una alta concentracién de E. coli, indicando que los rios no son aptos para

riego, especialmente si se trata del riego de hortalizas.

Las muestras de verduras revelaron concentraciones alarmantemente elevadas de E. coli
al igual que en aguas superficiales. Las concentraciones oscilaban entre 1,6-10* UFC/g —
1,7 -108 UFC/g entre las diferentes muestras (figura 6). Estos resultados son preocupantes
por varias razones, en primer lugar, la presencia de E. coli en las verduras indica una
contaminacion fecal significativa en el agua de riego que se ve reflejado en los resultados
mencionados anteriormente, lo que no solo compromete la seguridad alimentaria, sino
que también pone en riesgo la salud de los consumidores (Liberman et al., 2021). E. coli
es un indicador de contaminacién fecal y su presencia en los alimentos sugiere que estos
productos pueden estar contaminados con otros patdgenos fecales que pueden causar

enfermedades graves (Wang et al., 2022).

De acuerdo con el Reglamento Técnico Centroamericano sobre Criterios
Microbioldgicos para la Inocuidad de Alimentos, los limites permisibles estan alineados
con los estandares establecidos por el Codex Alimentarius. Este reglamento establece
que la concentracion maxima permisible de E. coli es de 100 UFC/g en frutas y
hortalizas. Los datos obtenidos de las muestras de verduras superan este limite,
clasificandolas dentro de la categoria: Alimento de Riesgo tipo B, que incluye alimentos
que, debido a su naturaleza, composicion, proceso, manipulacion y la poblacion a la que
estan dirigidos, tienen una probabilidad media de causar dafio a la salud (DECRETOS -c,
1996).

Los vegetales pueden actuar como reservorios de ETEC debido a que estos patdgenos

tienen la capacidad de adherirse a su superficie a través de flagelos. Esta caracteristica
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es relevante ya que las ETEC han sido identificadas como fuentes de varios brotes
transmitidos por alimentos, especialmente aquellos asociados con el consumo de
vegetales crudos (Shaw et al., 2011). Poma y colaboradores (2016), determinaron que
las muestras de vegetales recolectadas en el Rio La Paz, revelaron la presencia de al
menos un enteropatdgeno, siendo ETEC y Salmonella los mas comunes. Ademas, se
observaron diferentes patrones de genes de toxinas en los aislados de ETEC entre los

sitios de muestreo.

En 2006, el Centro de Noticias OPS/OMS informé que dos comunidades que suministran
productos agricolas a los mercados de la ciudad de La Paz utilizan las aguas del rio La
Paz tanto para regar sus cultivos como para consumo propio (Liberman et al., 2021). Un
reporte en el afio 2013, sefialo la presencia de E. coli en distintos productos agricolas
relacionados con canales de riego que se abastecen del rio La Paz en las comunidades de
Awvircato, Palomar, Huaricana y Millocato (Achocalla, 2013).

Los resultados de las muestras de heces de aves de corral revelaron concentraciones de
E. coli que variaban desde 3-10° hasta 6.5-10" UFC/g (figura 6). Estas aves estaban
alojadas en un ambiente cerrado defecando en el mismo lugar donde se les suministraba
alimento y agua. La carga bacteriana en las heces de aves de corral puede atribuirse a
diversos factores, como el manejo de las aves y las condiciones de saneamiento en las
instalaciones avicolas (Pleydell et al., 2007). Los pollitos infectados, los embriones
muertos y las céscaras de huevos contaminadas también pueden actuar como fuentes
potenciales de infeccién en el criadero, conduciendo a la transmision horizontal entre
pollitos no infectados y a la contaminacion del entorno (Pokharel et al., 2023). La gestién
inadecuada de los residuos animales puede llevar a la contaminacién ambiental,

facilitando la diseminacion de E. coli en aguas y el suelo circundante (Jara et al., 2014).

No hay que pasar por alto la concentracion de E. coli encontrada; aunque forme parte de
la microbiota normal, también es un indicador de contaminacion fecal en el agua y los
alimentos (Bai et al., 2022; E. Li et al., 2021).

1.2. Fendmeno de la Resistencia Antimicrobiana en Cepas de E. coli
Provenientes de Muestras Ambientales

Se determind el perfil de resistencia y susceptibilidad de las 40 cepas aisladas de E. coli
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por el método de difusion de discos, tal y como se observa en el mapa de calor (figura 7).
Se establecid la clasificacion de resistente (R), multidrogo-resistente (MDR) de las cepas
aisladas segun la terminologia internacional estandarizada desarrollada por el Centro
Europeo para el Control de Enfermedades (ECDC) y el Centro para el Control y la
Prevencién de Enfermedades (CDC) que define a MDR como la falta de susceptibilidad
adquirida de al menos un agente en tres 0 mas categorias de antimicrobianos (Magiorakos
et al., 2011). En el estudio, se identificaron un total de 32 cepas que cumplen con esta
definicién, lo que las clasifica como MDR. Por otro lado, se identificaron 7 cepas que
presentaron resistencia a distintos antibiéticos, pero no cumplieron con los criterios para
ser clasificadas como MDR. Estos hallazgos resaltan la importancia de vigilar y abordar
la resistencia antimicrobiana de manera proactiva para garantizar un manejo efectivo de

las infecciones bacterianas.

En nuestros resultados, se observo resistencia significativa a varios antibidticos, entre los
cuales destacan la ampicilina, amikacina, gentamicina, cefotaxima, acido nalidixico,
ciprofloxacina, cefepime y amoxicilina-acido clavulanico. Estos antibidticos estan
incluidos en la lista de la OMS dentro de la categoria de importancia critica para la
medicina humana debido a su papel esencial en el tratamiento de infecciones graves y
mortales por bacterias patdgenas o con genes de resistencia (Group et al, 2021). Ademas,
se identifico resistencia a la tetraciclina, la cual se encuentra dentro de la categoria de alta

prioridad segun la OMS (figura 7).

Durante el periodo comprendido entre 2010 y 2015, el Laboratorio de Referencia Nacional
en Bacteriologia Clinica (LRNBC) del INLASA informd sobre patrones de resistencia
antimicrobiana observados en cepas de E. coli obtenidas tanto de pacientes ambulatorios
como intrahospitalarios. Estos patrones indicaron resistencia a ampicilina, ciprofloxacina,
acido nalidixico, gentamicina y cefotaxima (Cardenas, 2017). Estos resultados son
similares a los obtenidos en nuestro estudio. La resistencia a la ampicilina es

especialmente preocupante, ya que este antibidtico es uno de los mas utilizados para el
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tratamiento de infecciones urinarias en Latinoamerica (Sebastian et al., 2023).
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Figura 7. Patron de susceptibilidad de las cepas de E. coli a antibiéticos de importancia critica, clasificados
en dos categorias: antimicrobianos de méaxima prioridad y alta prioridad. Los datos muestran la resistencia y
susceptibilidad de diferentes cepas de E. coli aisladas de tres fuentes distintas: aguas superficiales y
sedimentos, verduras, y heces de aves de corral y su clasificacidn en sensible (S), resistente (R) y multidrogo-
resistente (MDR), de acuerdo a su resistencia a antibiéticos. Los colores indican el grado de resistencia
(gindo) y susceptibilidad (gris) de las cepas a cada antibidtico. Los antibidticos evaluados fueron:
ciprofloxacina (CIP), ceftazidima (CAZ), cefepima (FEP), ampicilina (AMP), &cido nalidixico (NA),
gentamicina (GM), amikacina (AK), amoxicilina- &cido clavulanico (AMC), cefotaxima (CTX), meropenem
(MEM), imipenem (IMP), aztreonam (ATM), tetraciclina (TE), cefoxitina (FOX) y trimetoprim-

sulfametoxazol (SXT).
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Entre los perfiles de resistencia a los antibidticos, se puede observar resistencia a los
antibioticos ampliamente utilizados para el tratamiento de infecciones urinarias,
gastrointestinales, en particular, el acido nalidixico y la ciprofloxacina son comunmente
utilizados para tratar estas infecciones. La diarrea del viajero, causada por ETEC y EPEC,
se trata frecuentemente con ciprofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol (Bruzzese et al.,
2018; Tribble & Disease, 2018). En Bolivia, el uso de ciprofloxacina para tratar
infecciones diarreicas es comdn debido a su efectividad contra una variedad de bacterias
que pueden causar estas infecciones. (Sullivan, 2008). Ademas, los patrones de resistencia
hallados se relacionan con un estudio anterior realizado por Poma y colaboradores, donde
la mayoria de los aislados eran susceptibles a la ampicilina y al acido nalidixico. (Poma
etal., 2016).

La resistencia a otros antibidticos como la amikacina y la gentamicina, que son
aminoglucosidos, es preocupante dado su uso frecuente en tratamientos hospitalarios para
infecciones graves como las infecciones del tracto urinario y las bacteriemias (Gad et al.,
2011). En Latinoamerica, la cefotaxime y cefepime, ambas cefalosporinas son
ampliamente utilizadas para tratar infecciones severas, incluidas las neumonias,

septicemias y meningitis (Chavala et al., 2011).

La transferencia de genes de resistencia desde la microbiota hasta el medio ambiente es
una contribucion ampliamente identificada. Ademas, el uso inadecuado o no regulado de
antimicrobianos veterinarios es un factor significativo en la diseminacion de bacterias
resistentes en la cadena alimentaria humana. Aunque algunos estudios no reconocen estas
contribuciones animales, la mayoria muestra pruebas sélidas del papel de los animales
como reservorios o0 portadores de genes de resistencia, utilizando métodos moleculares y

pruebas fenotipicas (Medina-Pizzali et al., 2021).

En los aislados de heces de aves de corral se vio una mayor resistencia a la tetraciclina
que probablemente este asociado al uso extensivo de este firmaco durante la cria de pollos,
tanto con fines preventivos como curativos (Kabiswa et al., 2018). Un estudio realizado
en Nepal destaca que es una practica comun tratar a los pollos enfermos con medicamentos
como la tetraciclina, obtenidos en el mercado abierto, en veterinarias o incluso

medicamentos propios del duefio (Koju et al., 2022). La tetraciclina se usa especialmente
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en la alimentacién animal para la prevencion de enfermedades causadas por Mycoplasma,
Pasteurella maltocida y E. coli.

La multidrogo-resistencia observada en los aislados de E. coli en este estudio son
consistentes con otros informes de Bolivia (Gonzales et al., 2013; Guzman-otazo et al.,
2019; Poma et al., 2016; Toledo et al., 2023), América Latina (Alexandra & Hinostroza,
2021) y otros paises de ingresos bajos y medianos. Segun la OMS, los principales
impulsores de la resistencia a los antimicrobianos incluyen el uso indebido y excesivo de
estos medicamentos, la falta de acceso a agua potable y saneamiento, el acceso limitado a
medicamentos y diagnosticos asequibles y de calidad, la falta de conocimiento y
conciencia, y la falta de aplicacion de la legislacion (OMS, 2021a). Estos hallazgos
subrayan la urgente necesidad de implementar politicas de salud publica mas estrictas para

controlar el uso de antibidticos y prevenir la propagacion de la resistencia.
2. Banco de Bacteriéfagos como Potenciales Agentes de Control Biolégico

En la dltima década, se ha retomado el criterio de uso de bacteri6fagos como
controladores bioldgicos, aislados de distintas fuentes como: agua de rios, granjas y
suelos, mismos que se estdn utilizado para reducir el crecimiento de patdgenos

bacterianos en distintos ambientes (Bhetwal et al., 2017; Dalmasso et al., 2016).

El uso de un banco de bacteri6fagos con actividad litica permite la seleccion de los fagos
mas adecuados para un patdgeno especifico. Esto facilita el disefio de cécteles de fagos
que pueden ser utilizados para el control biologico de bacterias patdgenas en diferentes
entornos (Anand, 2022). Varios estudios han demostrado que los fagos liticos pueden
reducir eficazmente la concentracion de E. coli y sus diferentes patotipos. Ademas, los
fagos liticos también se pueden utilizar para controlar el crecimiento de bacterias
resistentes a antibioticos (Bhetwal et al., 2017; Ngoc et al., 2023; Wojcicki et al., 2021).

La caracterizacion parcial de los fagos aislados en este estudio se centro en su capacidad
litica y en su rango de hospedero, con el objetivo de identificar aquellos con el mayor
potencial para aplicaciones de control biologico. Con esta finalidad, se realizo la prueba
de doble capa para aislar bacteriofagos capaces de lisar cepas de E. coli, que consiste
basicamente en cubrir una placa de agar con una mezcla de cultivo bacteriano y fagos

con agar blando. La aparicion de placas o zonas claras en el césped bacteriano confirmé
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la presencia de bacteriofagos. Se generé un lisado de fagos con una concentracion
superior a 10® PFU/ml, por un enriquecimiento en caldo y placas de agar LB. Se aislaron
un total de 12 bacteridéfagos que provienen de muestras de heces de aves de corral y aguas
superficiales (tabla en anexos), de los cuales 5 resultaron tener un amplio rango de
hospedero. Tras la propagacion con sus respectivas cepas hospederas, todos los

bacteriéfagos formaron placas homogéneas, que variaron en tamafio del halo de lisis.

Algunos filtrados presentaron halos turbios, una caracteristica tipica de los fagos
lisogenicos (figura 8). Estos halos indican que no todas las bacterias en esa zona fueron
lisadas; algunas pueden haber entrado en un estado de lisogenia, donde el fago integra su
ADN en el genoma bacteriano Los fagos lisogenicos o también llamados templados,
pueden alternar entre el ciclo litico y lisogénico, generalmente producen placas turbias

debido a que retardan el crecimiento bacteriano (Abril et al., 2022; Arce et al., 2024).

Figura 8. Diferencia de halos de lisis entre un fago lisogénico y un fago litico.

2.1. Caracterizacion parcial de los bacteriofagos aislados
La microscopia electronica de transmision (TEM) se utiliz para determinar los rasgos
morfoldgicos de los bacteriéfagos aislados. Los resultados de TEM mostraron que todos
los bacteriofagos tenian una cabeza hexagonal y una cola contractil (figura 9),
caracteristicas que los clasifican morfologicamente como representantes del grupo
Myoviridae, orden Caudovirales, de acuerdo a las directrices actuales del Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). Sin embargo, se necesitan mas datos, como

la secuenciacion del genoma de los bacteriéfagos, para garantizar su clasificacion precisa.
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Figura 9. Halos de lisis de distintos aislados de fagos por el método de doble capa y su correspondiente
fotografia de microscopia electronica de transmision (TEM) demostrando que todos pertenecen a la familia

Myoviridae. Cédigos de los aislados: A) Ec 1, B) Ec 6, C) Ec 7, D) Ec 10, y E) Ec 12.

2.1.1. Rango de Hospedero

Para que un bacteriofago pueda ser considerado como un potencial controlador
bioldgico, debe ser un fago litico con un amplio rango de hospederos, no debe portar

genes de virulencia o patogenicidad en su genoma. La mayoria de los fagos
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caracterizados hasta la fecha pertenecen a las familias Myoviridae o Siphoviridae,
conocidas por la estructura de sus colas que facilitan el reconocimiento y la union al
hospedador. Sin embargo, los fagos documentados en bases de datos hasta ahora solo
representan una pequefia fraccion de la amplia diversidad de fagos en la naturaleza (Sui
etal., 2021; Yu et al., 2006).

Mediante el ensayo puntual, se estudio el rango de hospedero de los bacteriofagos
utilizando las 40 cepas de E. coli aisladas y descritas arriba, como también, E. coli ATCC
25922 y E. coli ATCC 35218, Salmonella entérica subsp.Typhimurium ATCC 14028,
S. entérica subvariedad Infantis, S. aureus ATCC 6538p, P. aeruginosa ATCC 9027.

De los 12 bacteriéfagos aislados, 5 demostraron actividad litica en distintas cepas,
especialmente en cepas MDF . denominandolos polivalentes (Ec 1, Ec 6, Ec 7, Ec 10 y
Ec 12), 4 resultaron ser monovalentes (Ec 3, Ec 4, Ec 5y Ec 8) y 3 divalentes (Ec 2, Ec
9y Ec 11) (Figura 10).

Se resalta de manera importante que, los fagos Ec 7 y Ec 10 mostraron un amplio rango
de especificidad, con capacidad litica no solo contra cepas de E. coli, sino también contra
cepas de S. enterica subsp. Typhimurium y S. entérica subvariedad Infantis. Este
resultado es consistenite con los hallazgos de Sui et al., ( 2021), quienes aislaron un fago
de la familia Myoviridae capaz de lisar tanto E. coli y S. enteritidis. Este fago utiliza una
proteina de union al receptor (RBP) en la fibra de la cola para adsorberse a la superficie
de la bacteria hospedera y comenzar el proceso de infeccion. Ademas, Park et al., (2012)
aislaron el fago SFP10 de la familia Myoviridae, que también infecta tanto a E. coli como
a S. enterica, indicando que las proteinas en la cola del fago reconocen y se unen
especificamente a los receptores de lipopolisacaridos en la superficie de cada bacteria
hospedera. Esto subraya como los fagos pueden adaptarse eficazmente para atacar

diferentes tipos de bacterias mediante proteinas especificas de la cola.
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Figura 10. Mapa de calor que visualiza la relacion entre los bacteriéfagos aislados y las cepas de E. coli provenientes de distintos entornos (aguas superficiales,

verduras y heces de aves de corral), incluyendo E. coli ATCC 25922 y E. coli ATCC 35218, Salmonella enterica subsp. Tiphimurium ATCC, S. aureus ATCC 6538p,
S. entérica subvariedad Infantis, P. aeruginosa ATCC 9027.
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Las caracteristicas mencionadas anteriormente son tipicas de la familia Myoviridae, que
posee una cola con diversas proteinas de unién a receptores. Esto les permite utilizar
tanto proteinas de membrana, las porinas, como nucleos de lipopolisacaridos, como
receptores de adsorcion secundarios Esta diversidad de proteinas de unién a receptores,
aumenta la diversidad de bacterias que pueden infectar y lisar. A diferencia de los
miembros de la familia de los Siphoviridae y Podoviridae tienen un rango de hospedero
mas restringido debido a la estructura de sus proteinas receptoras ya que son mas

especificas y menos versatiles (Nobrega et al., 2018; Zhang et al., 2023).

Los fagos reportados cominmente tienen un rango de hospedero limitado, siendo pocos
los que pueden infectar mas de una especie. En contraste, los fagos de la familia
Myoviridae son conocidos por su amplio rango de hospedero. Esta versatilidad los hace
ideales para aplicaciones en el control bioldgico, especialmente en entornos donde
coexisten distintos patdgenos como E. coli y Salmonella. La capacidad de estos fagos
para infectar una variedad de bacterias es fundamental para desarrollar formulaciones
efectivas destinadas a mejorar la seguridad alimentaria en instalaciones de procesamiento

y entornos agricolas (Chibani-chennoufi et al., 2004; Sui et al., 2021).

Varios estudios han demostrado que los cécteles de fagos son eficaces para controlar
patdgenos transmitidos por alimentos como E. coli y Salmonella. Nale et al., (2021)
demostraron que un coctel reducia las poblaciones de Salmonella en varios alimentos y
biopeliculas, un problema comun en la seguridad alimentaria debido a la alta resistencia
de Salmonella a los desinfectantes y antibiéticos convencionales. De igual manera se han
disefiado cocteles para controlar las infecciones por E. coli en el ganado y por Salmonella
en granjas avicolas. Estos cécteles no solo reducen la posibilidad de desarrollar
resistencia a los fagos, sino que también mejoran su actividad antimicrobiana y

mantienen su eficacia en una variedad de condiciones ambientales (Costa et al., 2019).

El uso de cocteles de fagos también puede ser combinado con otros agentes
antimicrobianos como antibidticos para minimizar el impacto en distintas infecciones.
Estos cocteles de fagos ofrecen varias ventajas sobre los métodos tradicionales, ya que
pueden atacar bacterias especificas sin afectar a la microbiota normal, lo que los

convierte en una solucién ideal para el control biolégico en distintos ambientes
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(Venturini et al., 2022).

Asimismo, se debe tomar en cuenta que los bacteriofagos y las bacterias co-evolucionan
de manera antagonista en ambientes naturales. Una investigacion realizada por el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) en colaboracion con la
Universidad de Oxford, demostr6 que los mecanismos de defensa de las bacterias contra
los fagos y la capacidad de los fagos para infectar bacterias evolucionan reciprocamente
(Ibafiez, 2011). La investigacion destaca que los fagos al adaptarse continuamente,
pueden ser herramientas efectivas para el control biolégico de bacterias patégenas como
E. coli y Salmonella en diversos nichos ecoldgicos reforzando la importancia de
considerar la co-evolucion en el desarrollo de estrategias de biocontrol y terapias fagicas
(Domingo-Calap, 2022; Ibafiez, 2011).

2.1.2. Estabilidad de los fagos a diferentes rangos de temperaturay pH

Numerosos estudios han indicado que la efectividad de los bacteridéfagos puede variar
segun las condiciones ambientales, como el pH y los rangos de temperatura, que
desempefian roles cruciales en las interacciones entre bacterias y fagos. Los 5
bacteriofagos mantuvieron su actividad después de la incubacion dentro de un rango de
temperatura entre -20 °C, 25 °C, 37 °C, 50 °C y 60 °C dentro de los 60 minutos, sin
embargo, a los 120 min los bacteriéfagos Ec6, Ec 10 y Ec 12 presentaron estabilidad

térmica hasta los 50 °C (figura 11).

Los cinco bacteriofagos estudiados redujeron hasta 2 6rdenes logaritmicas tanto a bajas
temperaturas (-20°C) como a altas temperaturas (60°C) durante el periodo de una hora.
A los 120 minutos, los fagos Ec 1y Ec 7 mantuvieron su capacidad de infectar bacterias
después de la incubacién a 60°C reduciendo hasta 3 6rdenes logaritmicas, pero perdieron
estabilidad a 70°C. Este aspecto es relevante porque algunos procesos tecnoldgicos
utilizados en la formulacion de fagos, como el secado por aspersion, requieren que la
actividad viral se mantenga a temperaturas extremadamente altas que a menudo superan
los 60°C (Sliwka et al., 2023).
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Figura 11. A) Estabilidad de los 5 bacteriéfagos en diferentes temperaturas y tiempos de incubacién. Los puntos coloreados indican que los fagos
impidieron el crecimiento de la bacteria, mientras que los puntos blancos indican que la bacteria no fue lisada por el fago y creci6. Los resultados
se presentan para dos tiempos de incubacion: 60 y 120 minutos en un rango de temperatura desde -20 hasta 80 °C, B) Reduccion de UFP/mL respecto

a la concentracion inicial de UFP/mL (1*108).
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El almacenamiento de los alimentos a bajas temperaturas es crucial para la seguridad
alimentaria, ya que es necesario controlar la contaminacion por patégenos transmitidos
por los alimentos. En este contexto, la aplicacion de fagos en los alimentos a bajas
temperaturas puede ser una estrategia efectiva para inhibir estos patdgenos. Los
bacteridfagos aislados en este estudio mantienen su capacidad litica a bajas temperaturas,

lo que es particularmente beneficioso para su uso en alimentos refrigerados.

Alex et al., (2022) realiz6 una investigacion comparativa de métodos de almacenamiento
de los fagos en distintas condicione: estériles a temperatura ambiente y a 4 °C. Los
resultados mostraron que el almacenamiento del coctel de bacteriéfagos de E. coli
desarrollado en condiciones estériles a 4 °C preservé completamente su actividad litica
sin reducir el titulo del fago durante 8 meses. ElI almacenamiento del coctel de
bacteri6fagos a temperatura ambiente redujo gradualmente su actividad litica. Esto es
importante debido a que los fagos pueden ser almacenados a 4°C sin reducir los érdenes

logaritmicos por periodos largos de tiempo.

Los cinco bacteriéfagos conservan la actividad litica en un amplio rango de pH: neutro,
ligeramente &cido y ligeramente alcalino. Los bacteriéfagos mantuvieron la estabilidad
en el rango de pH 5 a 8 sin reducir la concentracion inicial (Figura 12). A pH 3y 10
después de las 24 horas, el bacteriéfagos Ec 10 perdi6 estabilidad a diferencia de los

otros fagos que redujeron hasta tres 6rdenes logaritmicas.

La actividad litica de los fagos a pH 1-2 se ha identificado en casos excepcionales,
posiblemente debido a la acumulacion de mutaciones irreversibles durante la incubacion
a pH bajo (Nobrega et al., 2016). Estas caracteristicas sugieren que los bacteri6fagos
podrian ser aplicables en ambientes extremos. Sin embargo, tipicamente los bacteriéfagos
son menos estables en entornos acidos debido a la desnaturalizacion de sus proteinas
(Zhang et al., 2023).

A partir de los resultados anteriores, se seleccion6 un fago que tiene actividad litica con
cepas resistentes y multidrogo-resistentes a antibiéticos, por lo cual se realiza los estudios

posteriores.
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Figura 12. A) Estabilidad de los 5 bacteriéfagos en diferentes valores de pH y tiempos de incubacion. Los puntos coloreados indican que los
fagos impidieron el crecimiento de la bacteria, mientras que los puntos blancos indican que la bacteria no fue lisada por el fago y creci6. Los
resultados se presentan para dos tiempos de incubacion: 60 minutos y 24 horas en un rango de pH desde 2 hasta 12, con un control sin ajuste de
pH. B) Reduccién de UFP/mL respecto a la concentracién inicial de UFP/mL (1*108).

86




2.1.3. Capacidad litica del bacteriéfago Ec 12 sobre cepas de E. coli

resistentes a antibioticos

Para evaluar la capacidad litica del bacteriofago Ec 12 que mostro un amplio rango de
hospedero, se utilizaron distintos valores de multiplicidad de infeccion (MDI) (100, 10,
1, 0.1 y 0.01) en placas de 96 pocillos. Se cultivaron varias cepas: E. coli SH5 MDR
aislada de heces de aves de corral, E. coli A13 MDR aislada de aguas superficiales, E.
coli PER resistente aislada de verduras, y la cepa de referencia E. coli ATCC 25922.
Todas las cepas se cultivaron en caldo LB y fueron infectadas con el bacteriéfago Ec 12

para determinar su efectividad litica.

El fago Ec 12 inhibi6 el crecimiento de la cepa MDR aislada de aguas superficiales hasta
las 10 horas con una MDI de 100 y hasta las 6 horas con un MDI de 10, en comparacion
con los otros MDI, este mismo resultado se vio con la cepa resistente aislada de verduras
reduciendo hasta 5 6rdenes logaritmicas a MDI de 100 a las 16 horas (figura 13).

Un aumento en la concentracién de fagos, hasta dos érdenes de magnitud, limito
significativamente el crecimiento de la cepa MDR. Sin embargo, se observé un control
menos efectivo con el uso de MDI maés bajos. Este hecho indica que la lisis no fue
completa y quedaron algunas bacterias resistentes a la infeccion por fagos que
proliferaron gradualmente o tuvieron tiempo de formarse nuevas cepas resistentes
(Alexyuk et al., 2022). Estos hallazgos sugieren que es necesario utilizar concentraciones

de fago mas altas para compensar la reduccion del crecimiento del hospedador.

Fischer et al, ( 2017) demostraron que a diferencia del uso de bacteri6fagos individuales,
el uso de un coctel de fagos es mucho mas eficaz ya que impide el desarrollo de
resistencia a los mismos. En el presente estudio se evaluaron individualmente los fagos
aislados para caracterizarlos Se observo que su actividad litica varia segun la cepa aislada
y el control ATCC.

Existen varias hipdtesis que explican la sinergia entre los bacteriéfagos en un coctel.
Alexyuk y colaboradores ( 2022) sugieren que la infeccion con multiples fagos implica
la sintesis de diversas enzimas de despolimerizacion de polisacaridos, que dafian las

paredes celulares bacterianas, facilitando el acceso de los fagos a la membrana
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citoplasmatica y aumentando la eficacia de la infeccion. Por otro lado, Mangalea et al.,
(2020) proponen que, las modificaciones genéticas que las bacterias realizan para resistir
simultaneamente a maltiples fagos en un coctel pueden comprometer su adaptabilidad,
lo que resulta en una reduccién de su tasa de reproduccion. En cualquier caso, el efecto
sinérgico de los cocteles de fagos permite ampliar significativamente el espectro de
bacterias afectadas y suprimir su crecimiento de manera mas efectiva, sin provocar un

rapido desarrollo de formas resistentes a los fagos.
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Figura 13. Inhibicién bacteriana por el fago Ec 12 en cepas aisladas de distintos entornos: A) E. coli
ATCC, B) verduras, C) aguas superficiales y D) heces de aves de corral. Se evaluaron diferentes valores
de MOI para cada cepa."

Estudios en el area de la fagoterapia indican que la eficacia de los fagos para controlar la
bacteria hospedera depende de la concentracion utilizada. La alta especificidad de los
bacteriofagos hacia sus hospederos requiere un enfoque individualizado para cada caso,
lo que incrementa el tiempo y el coste de obtener un efecto positivo. Por ello, es crucial
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determinar el posible espectro de hospedadores de los bacteriofagos para su uso eficaz

en el control bacteriano (Yazdi et al., 2020).

Con la finalidad de determinar la capacidad litica del bacteriofago Ec 12, se establecio el

area bajo la curva de cada MDI a través del andlisis de Dunnett.
2.1.4. Area bajo la curva (ABC)

Los célculos del area bajo la curva (ABC) se realizaron con los datos obtenidos en la
evaluacion de la capacidad litica del bacteriofago. Estos calculos se llevaron a cabo de
acuerdo a los célculos descritos en la seccién de metodologia, utilizando el anélisis de
Dunnett (a=0,05) para determinar si las areas bajo la curva eran significativamente

diferentes en comparacion con el control negativo.

Los resultados del fago Ec 12 mostraron diferencias significativas en todas las MDI
evaluadas (p = 0.029) con las cuatro cepas probadas: E. coli ATCC, una cepa resistente
aislada de verduras y dos cepas multidrogo-resistentes aisladas de aguas y heces de aves
de corral. Esto sugiere que Ec 12 es altamente eficaz incluso a las concentraciones mas
bajas, demostrando una amplia actividad litica en todo el rango de MOI estudiado (figura
14).
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Figura 14. Areas bajo la curva de la inhibicion bacteriana por el fago Ec 12 en medio liquido utilizando cepas
aisladas de distintos entornos: B) verduras, C) aguas superficiales y D) heces de aves de corral, incluida A) E.
coli ATCC.
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Los resultados indican que la eficacia de los bacteriéfagos en la lisis de cepas de E. coli
MDR depende de la MOI, con concentraciones mas altas generalmente estan asociadas
a una mayor actividad litica. Estos datos respaldan el potencial de lo fagos aislados en
formulaciones de cocteles de fagos como una estrategia efectiva para controlar la
diseminacion bacteriana MDR aumentando el espectro de bacterias afectadas vy

reduciendo su crecimiento de manera mas eficiente.
2.1.5. Curva de un solo paso

La virulencia de un fago depende de la tasa de adsorcidn a las bacterias hospederas, el
periodo de latencia y su capacidad para superar los mecanismos de resistencia por las
bacterias. Ademas, el tamafio de rafaga del fago es un factor importante que afecta su
virulencia (Gill & Hyman, 2010). Los resultados de la curva de crecimiento de un paso
mostraron que los periodos de latencia de los bacteriéfagos fue aproximadamente 10
min, y los tamafios de explosion fue de 32.5 UFP/UFC (Unidades Formadores de

Placa/Unidades Formadoras de Colonia) (figura 15).
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Figura 15. Curva de crecimiento de un paso de los bacteri6fagos aislados durante 60 minutos.

Diferentes estudios indican que el periodo de latencia para fagos de E. coli van de 15 a
25 min y los tamafios de rafaga van de 50 y 200 PFU/CFU, respectivamente (figura 15)
(P. Lietal., 2022). El periodo de latencia relativamente corto y el gran tamafio de rafaga

que es el numero total de particulas de fago que se liberan de una célula hospedera
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después de una infeccion litica completa de los fagos, indican una alta actividad litica y
una capacidad reproductiva significativa. Estos resultados demuestran que los fagos

aislados podrian ser potenciales controladores biologicos de cepas MDR.

VII. Conclusiones

El limite permisible de la concentracion de E. coli en el rio La Paz durante las épocas seca
y humeda de las gestiones 2022 y 2023 de acuerdo a la clasificacion de calidad de agua
tipo D (agua de mala calidad — Reglamento en Materia de Contaminacién Hidrica de la
Ley del Medio Ambiente N° 1333), se halla excedido hasta en 4 6rdenes logaritmicos. Por lo
tanto, no se deberia permitir el uso de estas aguas con fines de riego.

El uso de aguas del rio La Paz para el riego de cultivos vegetales en la localidad de
Mecapaca, esta incidiendo en la contaminacién fecal de verduras y hortalizas cultivadas
en la zona debido a que las mismas presentan una concentracion de E. coli incrementada
hasta en 4 6rdenes logaritmicos sobre el limite permisible establecido por el Reglamento
Técnico Centroamericano sobre Criterios Microbioldgicos para la Inocuidad de Alimentos

(Codex Alimentarius).

El recuento de la concentracion de E. coli fue de 107 UFC/g en heces de aves de corral.

Estas concentraciones pueden ser diseminadas por las aves o a través del contacto.

La mayoria de las cepas de E. coli aisladas tanto de rios (aguas y sedimentos), verduras y
heces de aves de corral, fueron multidrogo-resistentes (32/40), presentando fenotipos de
resistencia a antibidticos criticos y esenciales determinados por la OMS para tratar
infecciones graves en humanos, como ser: ampicilina, amikacina, gentamicina,

cefotaxima, acido nalidixico, ciprofloxacina, cefepime y amoxicilina-acido clavulanico.

Cinco fagos seleccionados fueron identificados morfolégicamente mediante TEM,
determinando su pertenencia a la familia Myoviridae. Presentaron estabilidad a
temperaturas de -20 a 60 y pH de 3 a 10. Su capacidad litica frente a cepas E. coli
resistentes a antibioticos, Salmonella entérica subsp. Typhimurium ATCC 14028 y S.
entérica subvariedad Infantis, determinando el amplio rango de hospedero que poseen

estos bacteriofagos.
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Este en el primer paso a la institucion de un banco de bacteri6fagos para controlar la
diseminacion de diferentes bacterias patdgenas y/o resistentes a antibioticos en distintos
entornos como aguas Y cultivos. Para lograr esta meta, es necesario incorporar vehiculos
o0 sistemas de inmovilizacion que permitan una liberacion controlada y eficiente de los
fagos en el ambiente entre algunas de las estrategias empleadas para la diseminacion de
los mismos. La formulacion de cécteles de fagos aislados podria aumentar la eficacia del
control biologico y reducir el riesgo de desarrollo de resistencia bacteriana. No obstante,
se requieren estudios adicionales, como la secuenciacion del genoma de los fagos y la
evaluacion de su efectividad en condiciones reales, para asegurar su aplicacion practica y

sostenible en el control de patdgenos bacterianos.

VIIl. Recomendaciones

Estos resultados subrayan la necesidad urgente de implementar medidas de control y
monitoreo para reducir la contaminacion fecal en las fuentes de agua y alimentos. Es
crucial mejorar las practicas de manejo de aguas residuales y agricolas y aplicar
tecnologias de tratamiento innovadoras como el uso de bacteriofagos, fomentar la
colaboracién interinstitucional, implementar politicas publicas efectivas, y capacitar a los
profesionales de la salud y el medio ambiente. Ademas, es esencial llevar a cabo
programas de educacion y sensibilizacion dirigidos a productores y a la comunidad para

minimizar los riesgos asociados a la contaminacion fecal y proteger la salud publica.

Para la institucién de un banco de fagos, se sugiere fomentar programas de investigacion
para identificar fagos efectivos contra diversas bacterias patdgenas, especialmente cepas
multidrogo-resistentes. Es crucial capacitar a profesionales en técnicas de manejo y
aplicacion de fagos y establecer colaboraciones con instituciones nacionales e
internacionales. Ademas, es necesario desarrollar politicas claras y regulaciones para el
uso seguro de fagos, implementar campafias de educacion y sensibilizacion y promover la
innovacion en aplicaciones con fagos, incluyendo la formulacién de cécteles de fagos y

su combinacion con otras estrategias de control bioldgico.
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ANEXOS

Anexo 1. A)y B) Colonias de E. coli en medio ECC por el método de filtracion por

membranas (colonias azules aisladas). C) Colonias de E. coli, verde metalicas en medio
EMB.

Anexo 2: Micrografia de microscopia electronica de transmision (TEM) que muestra

el reconocimiento de receptores bacterianos por el fago.
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Tabla 1: Datos de aislamiento de cepas de Escherichia coli

DATOS DE MUESTREO Pruebas bioquimicas
Fecha Sitio Ubicacion Tipo de Muestra Cédigo [Factor de dilucién| Peso (g)| UFC| UFC/mL| UFC/100mL UFC/g| SIM | TSI | LIA |Urea|Citrato
19/4/2022|Rio Choqueyapu 16°32'23.559"S 68°5'40.581"W Agua superficial Al13 10000 - 2| 20000 2000000 -+ |AA] + - -
19/4/2022|Rio Choqueyapu 16°31'59.029"S 68°5'53.344"W Agua superficial 3D 1000 - 11| 11000 1100000 -+ |AA| + - -
21/9/2022|Florida. P. Amor de Dios|16°32'58.153"S 68°5'32.725"W  |Agua superficial 5D 10000 - 5| 50000 5000000 1 o+ am| + - -
21/9/2022(Pasarela achumani 16°31'47.043"S 68°4'25.854"W Agua superficial AR1 1000 - 7 7000 700000 -l o+ A/A + - -
21/9/2022|Rio Irpavi 16°31'33.083"S 68°5'22.257"W  |Agua superficial R2 1000) - 15 15000 1500000 1 o+ |am| o+ - - Las Cepas
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  [Heces de aves de corral S01 - - - - - o+ |AA] + - - presuntivas fueron
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral 502 - - - - B 1 o+ am| o+ | - B inoculadas en
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral s03 - - - - - o+ fam] o+ |- - medio SIM,
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  [Heces de aves de corral S04 - - - - - -l o+ |AA| + - - observandose la
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SO5 - - - - - -l o+ A/A + - - formacion del
Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SO8 - - - - - Ao+ A/A + - - anillo indélico. En
2/6/2023|Palomar 16°41'12.992"S 68°0'19.182'W  [Lechuga LEC 1000 75 12| 12000 1200000] 16000 + |A/A| + - - agar TSI, se
2/6/2023|Palomar 16°41'12.992"S 68°0'19.182'W  [Acelga ACE 1000 34 6| 6000 600000 17647 + | A/A| + - - detects la
2/6/2023|Palomar 16°41'12.992"S 68°0'19.182'W  [Manzanilla MEC 10000 8 14| 140000 14000000 1750000 + | A/A | + B B .,
15/6/2023|Palomar 16°41'12.992'S 68°0'19.182'W __|Cebada CEB 10000 7 o ooo00]  ooooooo| 1285714 + |A/A| + | - - produccion de gas
2/6/2023|Rio Irpavi 16°41'12.992"S 68°0'19.182"W | Agua superficial RLP 10000 s| 22| 220000  22000000] 4400000] + [A/A| + | - B y ac!Eio con una
2/6/2023|Florida. P. Amor de Dios|16°32'58.153"S 68°5'32.725"W  |Agua superficial RLP1 1000 - 45| 45000 4500000 1 o+ [am| o+ - - reaccion acido-
2/6/2023|Valencia 16°38'20.479"S 68°0'58.336"W  |Agua superficial FS-1 1000 - 32| 32000 3200000 IR AR B B alcalina. La prueba
2/6/2023|Valencia 16°38'20.479"S 68°0'58.336"W  |Sedimento 2D5 10000 - 12| 120000/ 12000000 1+ am| + - - de LIA mostré una
8/6/2023|Rio Choqueyapu 16°32'23.559"S 68°5'40.581"W Agua superficial RLP3 1000 - 3 3000 300000 -+ |AA| + - - reaccion positiva
9/6/2023|Mecapaca 16°40'30.610"S 68°1'0.4208"W  |Agua superficial RLP2 10000 - 4 40000 4000000 1o+ |am| o+ B B para la
9/6/2023|Valencia 16°38'20.479"S 68°0'58.336"W Agua superficial RLP4 10000 - 12| 120000 12000000 -+ |AA] + - - descarboxilacién
12/6/2023|El palomar 16°41'12.992"S 68°0'19.182"W  |Sedimento F2RLP 10000 - 23| 230000] 23000000 IR B - de lisina y la
12/6/2023|El palomar 16°41'12.992"S 68°0'19.182"W  |Agua superficial 15EC 10000 - 12| 120000 12000000 1 o+ |am| + - - desaminacion
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH3 1000 0,1 6| 6000 600000] 6000000] + | A/A | + - - idati de la
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH1 10000 1,1 21 210000]  21000000[ 19090909] + |[A/A | + - - oxigativa
15/6/2023|Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W__|Heces de aves de corral SH2 1000 08 24| 24000  2400000] 3000000] + [A/al + | - | - arginina. La prueba
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W__|Heces de aves de corral SH4 10000 02 13[ 130000  13000000[ 65000000] + [A/A| + | - | - de urea resulto
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH5 1000 1,4 15| 15000 1500000] 1071429 + |A/A| + - - negativa,
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH6 10000 1,2 8| 80000 8000000 6666667 + | A/A | + B B indicando que E.
15/6/2023(Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH10 1000 1 3| 3000 300000 300000 + |A/A| + | - - coli no hidroliza
15/6/2023|Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral SH7 10000 0,4 16| 160000 16000000| 40000000| + A/A + - - urea, y la prueba de
15/6/2023[Sorata 15°46'45.821"S 68°37'56.621"W  |Heces de aves de corral GM 10000 0,9 12| 120000 12000000| 13333333 + |A/A| + - - citrato también fue
15/6/2023|Rio Irpavi 16°31'33.083"S 68°5'22.257"W Agua superficial SAH 10000 - 5| 50000 5000000 -+ |AA] + - - negativa
15/6/2023|Florida. P. Amor de Dios|16°32'58.153"S 68°5'32.725"W Agua superficial ST1 10000 - 7| 70000 7000000 -l o+ A/A + - -
12/11/2023|Mecapaca 16°39'46.246"S 68°1'50.879"W Agua superficial PT1 1000 - 12| 12000 1200000 -+ |AA] + - -
12/11/2023|Mecapaca 16°39'46.246"S 68°1'50.879"W  |Sedimento PT2 10000 - 11| 110000 11000000 1o+ |am| o+ B B
12/11/2023|Mecapaca 16°40'25.099"S 68°1'19.712"W Acelga ACE2 1000 29 22( 22000 2200000 75862| + |[A/A| + - -
12/11/2023|Mecapaca 16°4025.099"S 68°1'19.712'W  |Perejil PER2 10000 8 4 40000 4000000] 5000000 + |A/A| + - -
12/11/2023|Mecapaca 16°40'25.099"S 68°1'19.712"W Brocoli BROC 1000 22, 13| 13000 1300000 59091 + | A/A| + - -
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Tabla 2. Porcentaje de resistencia y sensibilidad a cada antibidtico de las 40 cepas de

E. coli aisladas.

Resistencia % Sensibilidad %
AMP 34 85 6 15
AMC 27 67,5 13 32,5
IMP 15 37,5 25 62,5
CAZ 18 45 22 55
CTX 30 75 10 25
FEP 27 67,5 13 32,5
FOX 7 17,5 33 82,5
ATM 20 50 20 50
MEM 20 50 20 50
GM 32 80 8 20
AK 33 82,5 7 17,5
CIP 27 67,5 13 32,5
NA 28 70 12 30
TE 21 52,5 19 47,5
SXT 12 30 28 70

Tabla 3. Datos del aislamiento de los bacteriofagos y la familia a la que corresponden.

CODIGO FAGO Sitio de muestra Familia
FS-5 Ecl Heces de aves de corral | Myoviridae
SW-3 Ec2 Heces de aves de corral |-

HMCO-4 Ec3 Aguas superficiales -
SwW-1 Ec4 Heces de aves de corral |-
SW-2 Ec5 Heces de aves de corral |-
HMPI-4 Ec6 Aguas superficiales Myoviridae
WS-2 Ec7 Aguas superficiales Myoviridae
WsS-1 Ec8 Aguas superficiales -
FS-1 Ec9 Heces de aves de corral |-
MIX Ec 10 Aguas superficiales Myoviridae
HMPO-4 Ec1l Aguas superficiales -
Cs-2 Ec12 Aguas superficiales Myoviridae
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Tabla 4. Rango de hospedero de los 12 fagos frente a las 40 cepas de E. coli aisladas

y las cepas ATCC. El valor 0 indica que no hubo actividad litica, el valor 1 indica una

ralentizacion del crecimiento bacteriano y el valor 2 indica lisis de la bacteria.

Ec9 | Ec10 | Ec11 | Ec12

Ec8

Ec7

Ec6

Ec5

Ec4

Ec3

Ec2

Ecl

Al3

3D

5D
AR1

R2

RLP

RLP1

FS-1

2D5
RLP3
RLP2

RLP4
F2RLP

15EC

SAH

ST1
PT1
PT2
CEB
ACE2

PER
BROC

LEC
ACE

MEC
SO1

SO2
SO3
S04
SO5
SO8

SH3
SH1

SH2

SH4
SH5

SH6
SH10

SH7

GM
Ecoli ATCC 35218

Ecoli ATCC 25922

S. Typhimurium

S . Infantis
S. aureusATCC

6538p
P. aeruginosa ATCC

9027
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Tabla 5. Media de las lecturas de OD 600 por hora del fago Ec 12 frente a Escherichia coli

ATCC 25922.
TIEMPO  CONTROL- CONTROL+ MOI100  MOI 10 MOI 1 MOIO,1  MOI 0,01
0 0,013” 0,013~ 0,016~ 0,015 0,01” 0,013" 0,011
1 0,026 0,014~ 0,017" 0,018" 0,017~ 0,02” 0,019
2 0062 00145~ 0,016 00105 0,0095 0,01” 0,01
3 011" 0,015~ 0,016~ 0,009 0,008~ 0,01” 0,008
4 0,246~ 0,015~ 0,018~ 0,01” 0,008~ 0,01” 0,008
5 0,287 0,016~ 0,019” 0,01” 0,008" 0,011" 0,01
6 0,335 0,018~ 0,018~ 0,009 0,007" 0,011” 0,009
7 0,431 0,016~ 0,02” 0,01” 0,008~ 0,012” 0,01
8 0,455~ 0,018~ 0,019” 0,01” 0,008~ 0,012” 0,01
9 0,492" 0,016~ 0,02” 0,013” 0,009” 0,013” 0,011
10 0,542" 0,015~ 0,022” 0,015 0,013~ 0,016~ 0,014
11 0,589 0,015~ 0,021" 0,021” 0,018" 0,023" 0,021
12 0,573" 0,013" 0,025~ 0,026~ 0,023" 0,029" 0,026
13 0,576~ 0,014~ 0,029” 0,033 0,031~ 0,035~ 0,031
14 0,593" 0,015~ 0,033” 0,04” 0,037" 0,042" 0,036

Tabla 6. Media de las lecturas de OD 600 por hora del fago Ec 12 frente a Escherichia

coli MDR, aislada de heces de aves corral.

TIEMPO h
1

© 00 N O U~ W N

L A =
oM W N Rk O

CONTROL- CONTROL+ MOI100  MOI 10 MOI 1
0,062" 0,058~ 0,065~ 0,064~
0062 0,059 0,065~ 0,065~
0,063 0,06” 0,065~ 0,064~
" 0067 0,06~ 0,064~ 0,064~
" o081 T 0,06" 0,065~ 0,065~
r r r r r
0,145 0,061 0,066 0,068
r r r r r
0,433 0,063 0,069 0,104
r r r r r
0,593 0,061 0,082 0,142
r r r r r
0,702 0,063 0,155 0,364
" o736 0,061” 0,371 0,55~
r r r r r
0,77 0,06 0,596 0,626
" o083 0,06" 0,694~ 0,691
r r r r r
0,93 0,058 0,723 0,721
r r r r r
0,936 0,059 0,735 0,744
0,996 0,06” 0,766~ 0,743”

MOIO,1  MOIO0,01
0,063~ 0,062" 0,062
0,063~ 0,064~ 0,062
0,063~ 0,062" 0,062
0,063~ 0,066~ 0,064
0,068~ 0,075~ 0,08
0,084~ 0,106~ 0,122
0,173~ 0,233~ 0,266
0,359 0,472" 0,56
0,501~ 0,619 0,676
0,654~ 0,693~ 0,711
0,677 0,712" 0,75
0,704~ 0,739 0,795
0,762" 0,833 0,903
0,788~ 0,863~ 0,92
0,784~ 0,904~ 0,985
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Tabla 7. Media de las lecturas de OD 600 por hora del fago Ec 12 frente a
Escherichia coli MDR, aislada de aguas residuales.

MOI0,01 CONTROL- CONTROL+ MOI100  MOI 10 MOI 1 MOIO,1  MOIO0,01
g 0,015 0,00608276  0,00057735  0,00057735  0,0011547  0,00305505 0,00152753  0,00173205
0,028 0,0087178" 0,001” 0,001” 0,00152753" 0,005~ 0,003" 0,00208167
0,12 0,02515949” 0,00057735" 0,00264575  0,00665833” 0,00953939" 0,00503322" 0,002
0,258  0,00057735” 0,00264575  0,00665833  0,00953939 " 0,00503322 0,002” 1
0,275  0,05636784  0,0011547 0,00152753" 0,00754983" 0,01852026  0,02396525  0,02424871
0,301 0,05781292" 0" 0,001 0,00754983” 0,01457166  0,03951371  0,01404754
0,32 0,06954135" 0,0011547" 0,001" 0,00953939” 0,01106044" 0,04118657  0,01852026
0,32 0,06724086" 0,00057735  0,00208167  0,0211266  0,0080829" 0,03404409  0,02635021
0,352" 0,06533758" 0,00152753" 0,00757188" 0,02055075  0,00650641" 0,03464583  0,02080865
0,361 0,06533758  0,00152753  0,00757188  0,02055075 0,00650641" 0,03464583  0,02080865
0,364  0,03702702" 0,00152753  0,03239341" 0,01665333" 0,0057735  0,02500667 ~ 0,02638813
0,37  0,03666061  0,0011547 0,03064311" 0,01664332" 0,01101514  0,02100794  0,02858321
0,366 0,04828043  0,00378594 0,01069268 0,01457166 0,00960902  0,02302897 ~ 0,03187998
0,367 0,06184928  0,0023094  0,04326662  0,02052641" 0,00776745  0,02500667  0,03011644
0,375  0,07771958" 0,001” 0,05129327" 0,12701181" 0,02402776" 0,02236813" 0,0322542

Tabla 8. Media de las lecturas de OD 600 por hora del fago Ec 12 frente a

Escherichia coli resistente a antibioticos, aislada de verduras.

TIEMPO CONTROL- CONTROL+ MOI 100 MOI 10 MOl 1 MOI10,1 MOl 0,01

0 005 0016 0008 0005 0003 0007 0,007
1 0008 0016 0009 001 0007 001 0012
2 0060 o016 o007 o021 002  oms 00
3 0169° 0016 0,08 003" 0065 0091 0,144
4 0285 0016 002 o004 0064 0118 0165
5 038 0016 0038 0082 0126 026 0215
6 035% 0016 0038 0084 02120 0275 0,266
7 0432" 0016 o0 0143 022" 0307 0305
8 042" 0016 008" 0203 0304 0321 0346
9 0516 0016 0116 0217 037 0413  03%
10 0614 0016 0237 0279 0403 0465 0,482
1 0694 0016 0273 0334 0411 058 057
12 07007 0016 o271 03% 0473 0557 0,65
13 o741 o016 0371 0452”7 0473 0557 0661
14 0737 o016 0383 0423 0465 055 0645
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