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Este estudio naci6 de los resultados obtenidos a solicitud de una serie de andlisis
requeridos por una camaronera del Pacifico de Guatemala, por infecciones observadas en
estadios jovenes del cultivo de larvas de camardén. De muchas de las muestras se aislo
Vibrio parahaemolyticus; hecho que derivé el deseo de buscar una medida de prevencion
ante lo que se ha vuelto una problematica mundial: el temor al Sindrome de Muerte
Temprana en Camardn. Por ello se propuso la busqueda de bacteriéfagos liticos que

redujeran la concentracion de Vibrio parahaemolyticus, tema principal de este trabajo.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue disefar y desarrollar una terapia con cocteles de
bacteridéfagos para combatir los altos niveles poblacionales de V. parahaemolyticus en los
estanques de camardn. Esto se llevo a cabo aislando bacteriofagos de varias muestras de
agua de una camaronera ubicada en la Costa del Pacifico de Guatemala y del mar cercano
a estas instalaciones. Se realizaron varias pruebas sobre los bacteriéfagos y se disefiaron
varios cOcteles de bacteriéfagos que se probaron sobre cinco grupos de cepas distintas,
también aisladas de esta camaronera. Se encontraron tres cocteles que servirian los
propositos de evitar la contaminacion de la bacteria en camarones. Se necesita terminar
de caracterizar los bacteri6fagos con secuenciaciébn y microscopia electronica. Se
recomienda comprobar si las cepas de V. parahaemolyticus tienen genes de patogenicidad

para el camaron.
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I.  INTRODUCCION

Seglin la FAO, el cultivo de camardén es una actividad econdmica importante en
América Latina (FAO, 2013). No obstante, esta actividad se enfrenta a una serie de retos
como las infecciones virales e infecciones bacterianas. Dentro de las principales
infecciones bacterianas que ponen en riesgo la empresa del cultivo del camarén se
encuentras las causadas por diversas especies del género Vibrio, o vibriosis, que pueden
tener un impacto negativo muy importante debido a la elevada mortalidad que provocan
(Boer, et al, 2013) y las pérdidas econdmicas concomitantes que ponen en riesgo esta
fuente de empleo.

En la actualidad no se recomienda el uso de antibidticos para control de las
infecciones por Vibrio spp. en el camaron, sino que se recurre al uso de probidticos asi
como otras estrategias que incrementan la resistencia innata de las larvas de camarodn.

Los bacteriofagos son virus de las bacterias que, en la naturaleza cumplen una funcion
natural de control, modulando la poblacion bacteriana. Recientemente, se han estado
utilizando bacteriofagos en una variedad de maneras para proteger los microbiomas de
ecosistemas y como terapias especificas cuando una poblaciéon bacteriana posa una
amenaza. (Payne & Jansen, 2003; Gill et al., 2006; Hanlon, 2007).

En Guatemala hasta ahora no se han reportado investigaciones sobre ningln trabajo
relacionado con bacteriéfagos liticos de Vibrio parahaemolyticus, aislados de estanques
de camaron, en el pais. Entonces, con el propdsito de aislar y caracterizar bacteriéfagos
que destruyan células de V. parahaemolyticus a través de un proceso litico se condujo

este trabajo de tesis.



II. OBJETIVOS

A. OBIJETIVO GENERAL:

Desarrollar un coctel de bacteriofagos para combatir las poblaciones de

V. parahaemolyticus encontradas en las camaroneras guatemaltecas.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislar bacteri6fagos capaces de infectar a Vibrio parahaemolyticus, a partir de
agua de estanque de camaroneras, asi como de agua del mar cercano a las camaroneras
muestreadas.

2. Caracterizar cada fago aislado a través de distintas pruebas.
3. Determinar si las poblaciones de V. parahaemolyticus aisladas de los
estanques, asi como de camarones enfermos, representan grupos de cepas

bioquimicamente distintas, entre si.

4. Determinar la plausibilidad de la preparacion de un coctel de fagos.



[II. JUSTIFICACION

La vibriosis, causada por grandes poblaciones de bacterias del género Vibrio es una
enfermedad que afecta a la industria del camaron, sobre todo porque provoca elevada
mortalidad en las larvas del camardn. Estas poblaciones también son susceptibles a
volverse patogenas al adquirir la virulencia que las haria capaces de causar el Sindrome
de Muerte Temprana en Camarén, por lo que son poblaciones bacterianas que es
necesario mantener bajo control en cualquier camaronera. El aislamiento, la
caracterizacion y pruebas de susceptibilidad de los bacteridfagos contra bacterias del
género Vibrio y contra V. parahaemolyticus en particular, pueden utilizarse para
desarrollar un tratamiento para el sindrome. Siguiendo la mision de esta casa de estudios,
el conocimiento cientifico generado con esta investigacion se pondrd al servicio de
Guatemala. En este caso, se pondra al servicio de las industrias camaroneras y de todas
las familias que dependen de esta industria para subsistir, proveyéndoles con una posible

solucion al problema que amenaza su modus vivendi.



IV. MARCO TEORICO

A. INDUSTRIA CAMARONERA EN GUATEMALA

La industria camaronera en Guatemala es un sector que crece a una velocidad lenta,
debido a los precios competitivos internacionales y a varias enfermedades que afectan la
produccion del camarén. Hay un total de veintidos fincas de camaron en Guatemala, pero
solo hay doce activas. (FAO, 2013) Si se pretende que esta industria siga creciendo y se
vea fortalecida ante el mercado internacional, se necesita promover la investigacion en el
sector, asi como la inversion para lograr tecnificar mas las fincas y su manejo.

1. Sistemas de acuacultura y distribucion utilizados. Guatemala cuenta con
siete empresas productoras de camarén (Comision de Pesca y Acuacultura de Agexport,
2013), la mayoria de ellas dependen de estanques de semi-intensidad. La intensidad de
una finca de camarones se referira a la densidad poblacional de camarones que se maneja
en cada estanque de crecimiento. En este caso, una semi-intensidad tiene en promedio
50,000-100,000 camarones post-larva/Ha/cosecha. (Baluyut, 1989; Lucas & Southgate,
2012)

Normalmente, esta clase de sistemas utilizan estanques poco profundos con una
mezcla de agua marina y agua dulce. Estos estanques se dividen en estanques de
copulacion y de maduracion. (Baluyut, 1989) Para cosechar los camarones, se tiene la
opcion de drenar los estanques y utilizar una red al fondo del mismo para recuperar los
crustaceos. (Lucas & Southgate, 2012)

Finalmente, en Guatemala, se tienen camaroneras que presentan modelos de negocios
con integracion vertical (tal es el caso de industrias como Acuamaya). Estas, como tal,
manejan todo el sistema de produccion de camarones, incluyendo el empaquetado y
distribucion. Esta compafiia, en particular, ha logrado posicionarse en los mercados
internacionales de Taiwan y Europa, y presenta bastantes indicios de lograrse adaptar al
mercado estadounidense en los proximos afios. (Rosenberry, 2014b)

2. Especies utilizadas. Se comercializan dos especies de camaron:
Litopenaeus vannamei 'y Litopenaeus stylirostris (camaroén patiblanco y patiazul,

respectivamente). De estos, se reconoce que el primero es un camarén mucho mas grande



que el segundo. (Zorriechzahra & Banaederakhshan, 2014) Las diferencias morfoldgicas
permiten acatar necesidades culinarias distintas, lo que los hace muy atractivos para la
industria. Estos se cultivan en estanques separados, a manera de evitar la competencia
inter-especie por recursos. (Lucas & Southgate, 2012)

3. Produccion. Esta industria consta de alrededor de 17, 000
toneladas métricas de producto de exportacion anual. Se proyecta que para el 2015 se
exportaran alrededor de 20, 000 toneladas métricas. (Jory, 2014) Estas proyecciones
permiten apreciar como la industria esta creciendo y tiene el potencial de poder alcanzar a
Honduras y Pert en términos de produccion. Esto puede verse en la Figura 1, que
compara las producciones de los paises latinoamericanos que no se consideran potencias

mundiales en términos de produccidon de camarones. (Jory, 2014)

Figura 1. Estadisticas y estimaciones de la produccion de camarén en paises latinoamericanos no especializados en
la misma (Jory, 2014). En el eje vertical de la Figura se manejan la cantidad de camaron exportado en miles de
toneladas métricas.
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Al relacionar los datos de la Figura 1 con los precios del camarén en el afio 2014
(promedio de 17 centavos de dodlar estadounidense por libra de camarén (index Mundi,
2015)), se obtiene que la ganancia neta a partir de la produccion de camarén rondd
alrededor de 6.3 millones de dolares estadounidenses por la exportacion del camarén
guatemalteco. En la Figura 2, se puede apreciar la variabilidad que ha habido en el precio
del camaron decapitado por libra (en centavos de ddlar), durante los ultimos cinco afios.
Como puede apreciarse, hubo un alza dramatica en el 2013, y, aunque hubo una baja en
el precio en el 2014, el precio se ha mantenido mucho maés alto que antes del alza inicial
del 2013. El factor mas importante para este cambio en los precios es el surgimiento del
sindrome de muerte temprana (EMS, por sus siglas en inglés), el cual es causado por una

cepa patdgena de Vibrio parahaemolyticus. (Whittaker, 2014)

Figura 2. Precio internacional para una libra de camaroén decapitado, desde abril 2010 hasta enero 2015, en
centavos de dolar estadounidense (index Mundi, 2015).

PRECIO DE CAMARONES EN CENTAVOS DE USD

0oCT-10

(Fuente: index Mundi, 2015)

B.  Vibrio parahaemolyticus
Una bacteria del género Vibrio, que se reconocid por primera vez en Japon en 1956

(Jones, et al. 2012), es causante de pérdidas millonarias en la industria de acuacultura
(Nunan, Lightner, Pantoja, & Gomez-Jimenez, 2014). También es el contaminante mas

comun en brotes diarreogénicos causados por comida del mar en los paises desarrollados.



La primera vez que se describio, se le dio el nombre Pasteurella parahaemolytica, y, tras
un breve periodo en que se conocié como Oceanomas parahaemolytica, 1legd a tener su
nombre actual. (Jones et al., 2012)

Esta bacteria es parte del género Vibrio, el cual agrupa bacterias halofilicas marinas
que pueden causar colera o disenteria. Las bacterias de este género se pueden dividir en
subgrupos, con los nombres de una especie distintiva del mismo. V. Parahaemolyticus
pertenece al grupo de V. harveyi, el cual también es un patégeno de camarones.
(Thompson et al., 2007). Asi también, V. parahaemolyticus esta bastante distanciado de
bacterias mucho mas patdgenas, como V. cholerae, esto puede que tenga repercusiones
sobre la capacidad patogénica de V. parahaemolyticus. Esto puede observarse en la
intensidad de las enfermedades gastrointestinales causadas por esta bacteria a
comparacion de las causadas por V. cholerae u otros miembros del género como V.
vulnificus. (Thompson et al., 2007)

1. Caracteristicas. V. parahaemolyticus es un bacilo, Gram negativo,
aerdbico facultativo. La bacteria no es capaz de formar esporas. (Jones et al., 2012) En
cuanto a su motilidad, V. parahaemolyticus es una bacteria con una fisiologia interesante.
Se ha reportado que esta bacteria presenta fisiologias distintas dependiendo del &mbito en
que se encuentra, a manera de moverse de la manera mas eficiente en las condiciones
dadas. (McCarter, 1999)

Cuando la bacteria se encuentra en vida libre en un medio acuatico, esta presenta una
fisiologia de nadadora, moviéndose con un solo flagelo monétrico. Sin embargo, cuando
se encuentra como parte de un biofilm se mueve por swarming, utilizando una cantidad
de flagelos peritricos. (McCarter, 1999) Otro aspecto que cambia conforme el entorno en
donde se desarrolla la bacteria, es el tamafio de la misma.

Cuando V. parahaemolyticus se encuentra en vida libre, es normal que esta llegue a
medir ~1.5um de largo y ~0.5um de ancho. Mientras, si esta forma parte de un biofilm, o
nada hasta topar con alguna superficie, la bacteria cesa sus procesos de septacion y puede

llegar a medir hasta 30um de largo. Es este cese en la septacion el que permite el



desarrollo de los flagelos peritricos y, por ende, del movimiento eficiente en sustancias
viscosas en modalidad de swarming. (McCarter, 1999)

Como otros miembros del género Vibrio, V. parahaemolyticus es halofilico. Esto se
reconoce en que el medio de cultivo selectivo mds rico que se le puede proveer es Agar
Tiosulfato-Citrato-Sales Biliares (TCBS, por sus siglas en inglés) (Jones et al., 2012). Sin
embargo, este medio no es el idoneo para su crecimiento rutinario. En cuanto a un medio
nutritivo, se prefiere utilizar Agar Agua Marina. Este ultimo posee todos los nutrientes
necesarios para asegurar el crecimiento correcto y rapido de las bacterias. (Roque et al.,
2005)

2. Patogenicidad en humanos y camarones. Vibrio parahaemolyticus es la
bacteria causante del mayor nimero de casos de intoxicacidon gastrointestinal por
consumo de mariscos contaminados en los paises desarrollados (CDC, 2013). Asi
también, las pérdidas monetarias causadas por muerte de camarones en estanques de
camaroneras alrededor del mundo se estiman en billones de dolares (Whittaker, 2014). Es
entonces que el estudio de qué permite que esta bacteria produzca su virulencia magnifica
su importancia.

a. Sindrome de muerte temprana. El Sindrome de Muerte Temprana

(EMS, por sus siglas en inglés), también conocida como Enfermedad de Necrosis Aguda
Hepatopancreatica (AHPNS, por sus siglas en inglés), es una enfermedad que afecta a las
post-larvas de camarones (Tran, et al., 2013). Este sindrome es causado por cepas
patogenas de Vibrio parahaemolyticus. Se conocid por primera vez en el Asia y a partir
de ahi ha llegado a infectar camarones del sudeste de Asia y de América Latina (Nunan et
al., 2014).

1) Historia e impacto. EMS es una enfermedad que se reconocio
por primera vez en el sur de China, en el afio 2009. A continuacién, en el 2010, se
encontrd6 en la isla Hainan; en el 2011, en Vietnam y Malasia. Se reporta
consistentemente en el este de Tailandia desde el 2012. En el 2013 se reportd por primera

vez en el hemisferio oeste, en México. (Boer et al., 2013)



AHPNS puede llegar a causar pérdidas de hasta el 80% de una cosecha de camarones,
en paises enteros. Esta enfermedad se asienta en un estanque criadero cuando se rellena
con camarones nuevos. En los peores casos, se reporta hasta el 100% de pérdida de
cosecha. (Tran et al., 2013)

Las altas tasas de mortalidad en los camarones significan un golpe fuerte a la industria
camaronera. Mundialmente, ha habido una baja en la produccién de camarones por esta
enfermedad; se puede tomar a Vietnam de ejemplo, donde de 70,000 toneladas métricas
producidas en el 2010, se bajo a 30,000 toneladas métricas en el 2013. (Tran et al., 2013)

El impacto econdmico mundial se puede observar en la Figura 2, en donde se puede
observar una abrupta alza en los precios por libra de camarén desde el 2013, una
tendencia que se mantuvo relativamente alta en el 2014, a pesar de ligeras bajas. En
Vietnam se reportaron pérdidas de 570,000USD en el 2011 y de 7, 200,000USD en el
2012. En México, en el 2013, se reportaron pérdidas de 118, 000,000USD. Estas pérdidas
se reflejan en todos los paises donde la industria se ha visto afectada, llegando a perderse
alrededor de 220 millones de empleos. (Boer et al., 2013)

En los paises centroamericanos no se ha reportado la presencia de esta enfermedad.
Sin embargo, es probable que no se hayan reportado por la falta de andlisis realizados.
(Whittaker, 2015) Esto se ve reflejado en aislamiento de V. parahaemolyticus en aguas y
camarones provenientes de camaroneras. También, en informacién no publicada, se habla
sobre tasas de mortalidad altas en post-larvas de camarones provenientes de estos mismos
estanques.

2) Patologia y patogénesis. Se discernio que esta enfermedad es
causada por una cepa especialmente virulenta de Vibrio parahaemolyticus en el 2013
(Nunan et al., 2014). Se ha reportado también que las infestaciones por bacterias del
género Vibrio suelen ser manejables por una administracion eficiente de los estanques de
las camaroneras (Whittaker, 2014). Entre los factores de riesgo que fomentan la
colonizacién de estas bacterias en los estanques, estan:

-tener estanques con altas densidades poblacionales de camarones

-tener cepas muy sensibles a la bacteria
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-alto contenido de sal en el agua marina aledafia a las camaroneras

-falta de un estanque de reserva de agua y falta de tratamiento de aguas en las
camaroneras

-falta de atencion a los procesos de preparacion de los estanques

-mala administracion de la comida suplementada a los estanques

-baja concentracion de oxigeno en los tanques

-condiciones estresantes durante el transporte de los camarones o durante el
almacenamiento de los mismos. (Tran et al., 2013)

EMS provoca una serie de sintomas que desembocan en la muerte de camarones
jovenes. Estos sintomas se provocan por la accion de la bacteria, en tanto que esta se
adentra al camar6n por vias alimenticias. Una vez colonizado el estomago, la bacteria
viaja al hepatopancreas donde liberara toxinas que fomentaran la necrosis del mismo.
(Chaichalearmmongkol & Jargon, 2013)

La colonizacién del estdmago también tiene el efecto secundario de promover la falta
de apetito en los camarones. La combinacion de falta de nutrientes y la necrosis en el
hepatopéancreas debilita el caparazon y hace que el nado cada vez sea mas dificil. Esto
desemboca en la muerte del camaron afectado en pocos dias. (Nunan ef al., 2014)

La colonizacién de camarones por V. parahaemolyticus no es un tema desconocido.
La misma es causa de vibriosis en humanos. Sin embargo, la capacidad de enfermar y
matar al camaron de esta manera ha sido tema de amplia investigacion en los ltimos
afios. (Venkateswara-Rao, 1998)

A partir de estas investigaciones, se desarrolla la hipotesis que dicta que la
patogenicidad de la bacteria proviene de un bacteridfago lisogénico que permite la
produccion de la toxina que induce la necrosis del hepatopancreas del camarén. El
modelo de patogenicidad, que se teoriza posee el mismo mecanismo de V. cholerae
causante de colera en humanos. (Zorriehzahra & Banaederakhshan, 2014)

La hipodtesis de que la capacidad patogénica de esta bacteria proviene de un
bacteridéfago se abstrae que la toxina estd codificada en un pldsmido, y fragmentos de

estos suelen compartirse con facilidad por medio de bacteriofagos. Sin embargo, hay
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muchos otros mecanismos de transferencia horizontal de genes entre bacterias, tales
como los pili sexuales y transposones. Esta informacion, sin embargo, se ha logrado
utilizar con éxito para desarrollar técnicas moleculares para la deteccion rapida de la cepa
patogénica de la bacteria en los estanques. (Rosenberry, 2014a)

b. Vibriosis en humanos. La vibriosis en humanos, causada por V.

parahaemolyticus se reconocera por su sintomatologia: diarrea con agua, ndusea,
vomitos, fiebre, escalofrios, y dolor abdominal severo. Estos sintomas suelen ocurrir 24h
después de la ingesta de la bacteria y suele ser auto-limitante, durando un promedio de
tres dias. En personas con sistemas inmunes deficientes, esta enfermedad puede ser
mucho mas fuerte. V. parahaemolyticus también puede causar infecciones cutidneas
cuando el bacilo entra en contacto con una herida abierta (suele ocurrir cuando se nada en
aguas infestadas de la misma). (CDC, 2013)

Se estima que esta bacteria es la causa mayor de intoxicaciones por consumo de
mariscos en los paises desarrollados. En EEUU se reportan alrededor de 215 casos, de los
cuales habra 30 hospitalizaciones, y alrededor de 1 6 2 muertes. Sin embargo, se
considera que este niimero estd subestimado, dada la capacidad auto-limitante de la
enfermedad, y se estima que hay hasta 4,500 casos anuales en ese pais. (CDC, 2013)

Los casos de vibriosis suelen seguir las temporadas anuales. Aproximadamente el 70%
de los casos se dan entre mayo y octubre, cuando las aguas son méas calidas. Otro factor
que influye bastante es la salinidad del agua; cuando se elevan las cantidades de sales en
el mar, se eleva la cantidad de casos de vibriosis en las areas afectadas. (CDC, 2013)

Vibrio parahaemolyticus tiene distintos serotipos que se asocian a la patogenicidad en
humanos. La inmunoquimica de esta bacteria ha permitido que se conozcan dos
antigenos: O y K. Se conocen trece serotipos O y 71 K. Normalmente, no hay relacién
seroldgica entre los brotes de V. parahaemolyticus que se reportan. Sin embargo, si ha
habido ciertos serotipos que han causado brotes bastante importantes. (Yeung & Boor,
2004)

El serotipo mas importante es el O3:K6. Este se reportd en 1996 en Calcuta, India.

Este explicaba alrededor de 80% de los aislados examinados. Tras los estudios iniciales



12

en la India, se realizé un estudio comparativo con los aislados de V. parahaemolyticus
provenientes de turistas del sudeste de Asia en Japon. En este caso, se encontrd que las
cepas indias eran indistinguibles de las cepas en el resto de Asia. (Givens, Bowers,
DePaola, Hollibaugh, & Jones, 2014)

Estas cepas, sin embargo, no son las Unicas variantes patogénicas que se han
encontrado. La patogenicidad de una cepa normalmente se determinard a partir de la
presencia o ausencia de factores de virulencia dentro de la bacteria. Estos factores suelen
ser moviles en tanto que su presencia podra ser el producto de transferencia horizontal y
vertical de genes entre poblaciones bacterianas. (Yeung & Boor, 2004)

Esta propiedad de transferencia genética se ve fomentada cuando las bacterias residen
dentro de un biofilm. En estas comunidades bacterianas, el intercambio genético sera
comun. El material genético que pueden adquirir puede estar en la forma de transposones,
bacteridfagos lisogénicos, o por pili de conjugacion con otras bacterias. (McCarter, 1999)

Entre los factores de virulencia mas comunmente encontrados en V. parahaemolyticus,
se encuentra la hemolisina directa termostable (TDH). Esta proteina, entre otras cosas,
permite reconocer a la bacteria con un agar sangre, puesto que causara -hemolisis en el
mismo. Se ha correlacionado la presencia de este factor con la capacidad de la cepa de
causar gastroenteritis en humanos. Este factor afecta las membranas celulares, formando
poros que alteran el flujo idnico intercelular. Esta alteracion provoca reacciones
secretorias en las membranas celulares del epitelio intestinal, lo que produce diarreas
severas. (Yeung & Boor, 2004)

Un factor de virulencia muy relacionado al TDH se conoce como TRH (TDH-related
hemolysin). La mayor diferencia entre TDH y TRH es que la segunda si es 1abil al calor,
si se sujeta a 65C por diez minutos, esta pierde su actividad. El mecanismo de accion se
considera que, si no es igual en ambas proteinas, es suficientemente similar como para
despreciar las diferencias.(Yeung & Boor, 2004)

Un tercer factor de virulencia seria la vibrioferrina. Esta proteina es un sider6foro que
le permite a la bacteria proliferar en medios con bajas concentraciones de hierro. Sin

embargo, esta proteina también se considera un factor de virulencia puesto que cuando
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esta estd presente, habrd adherencia mas efectiva y mucha mas actividad hemolitica.

(Yeung & Boor, 2004)

C. BACTERIOFAGOS

Los bacteriofagos, si se consideran vivos, son la forma de vida mas abundante en el
planeta. (Skurnik & Strauch, 2006) Serdn virus que afectan a bacterias, como tal,
comparten todas las caracteristicas que poseen los virus que afectan a células eucariotas.
Los mismos cumplen una miriada de funciones en cuanto a que promueven el
intercambio genético entre bacterias y también funcionan como control bioldgico natural
de las mismas. (Sulakvelidze, Alavidze, & Morris, 2001)

1. Historia. El descubrimiento de los bacteriofagos se acredita a Felix
D’Herelle, quien los utilizé para tratar casos de infecciones gastrointestinales en nifios
parisinos en el afio 1917. Esto provocd que la investigacion y uso de los bacteriéfagos
incrementara de sobremanera. El auge de la biologia de bacteriofagos desaparecio tan
repentinamente como aparecié cuando se descubrio la penicilina y, con ella, de los
antibioticos de amplio espectro. (Matsuzaki et al., 2005)

Entonces el uso de bacteriofagos se redujo a una técnica para diferenciar cepas de
varias bacterias. No fue sino hasta varias décadas mas tarde que los bacteriofagos fueron
redescubiertos en el mundo occidental por su potencial bactericida, sobre todo ante la
epidemia de resistencias ante antibidticos que cada vez mas bacterias presentan. Como
tal, los bacteriéfagos hoy se estdn desarrollando como las nuevas armas farmacéuticas
contra varias bacterias que cada vez tienen menos susceptibilidad ante los antibidticos de
naturaleza quimica. (Sulakvelidze ef al., 2001)

Entre estas nuevas terapias, resalta el uso de un solo bacteriofago que sea capaz de
atacar a multiples cepas bacterianas. Sobre todo, se han estado desarrollando
bacteriéfagos fibrosos que codifiquen proteinas capaces de atacar cepas de

Staphylococcus aureus que sean multidrogorresistentes. (Sulakvelidze et al., 2001)
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2. Terapia con fagos. La terapia con fagos se refiere al uso de los fagos para
eliminar una infeccidn bacteriana. Esta terapia se ha utilizado con éxito desde los afios de
D’Herelle, sobre todo en el instituto Eliava de Bacteriéfagos en Georgia, Europa del Este.
Esta terapia se enfoca en usar los fagos aislados de varias cepas de la bacteria patogena y
utilizarlos para tratar a la persona enferma con esta bacteria. (Payne & Jansen, 2003)

Para preparar un tratamiento con fagos debe tomarse en cuenta la susceptibilidad de la
bacteria ante la infeccion viral que se propone usar. Esta es la mayor desventaja que
presentan los bacteriofagos contra el uso de antibidticos; puesto que se necesita un
diagnodstico muy especifico para poder utilizar los fagos como agente terapéutico sin
necesidad de preparar una mezcla de fagos, conocida como coctel de fagos. (Gill et al.,
20006)

Un coctel de fagos es una mezcla de distintos fagos que afectan a distintas cepas de
una misma bacteria. Esta clase de mezclas se preparan dado el alto grado de especificidad
que pueden presentar algunos fagos. (Wright, Hawkins, Anggard, & Harper, 2009) Los
cocteles suelen prepararse a partir de las dos clases de fagos que existen:

a. Fagos de amplio espectro. Son bacteri6fagos que son capaces de

infectar a varias cepas de una bacteria, o, en algunos casos, a mas de una bacteria. Los
fagos de amplio espectro funcionan asi porque al adsorberse a la superficie bacteriana,
usaran un receptor altamente conservado en la especie bacteriana, o, incluso, el género
taxondémico bacteriano. (Wright et al., 2009)

Estos, en la naturaleza, suelen servir de vehiculos de material genético; volviéndose
clave en la transferencia horizontal genética entre bacterias. Esto se ve, sobre todo, en
bacterias que obtienen su patogenicidad a partir de la infeccion de un bacteridfago
lisogénico. Una de las hipdtesis mas avanzadas en cudnto a como V. parahaemolyticus
obtiene su capacidad de causar el SMT en camarones es a partir de un bacteriéfago.
(Payne & Jansen, 2003), mas hace falta estudios que corroboren dicha afirmacion.

Esta clase de bacteriofagos también constituye el ideal de la investigacion
farmacéutica en bacteriéfagos: un fago que emule la actividad bactericida de un

antibidtico. Esto haria que los mismos se volvieran una alternativa viable ante las
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crecientes resistencias en poblaciones bacterianas. (Payne & Jansen, 2003) Es valido
decir que se busca ampliar este espectro con modificaciones genéticas que pretenden que
un mismo fago tenga receptores para varias cepas de una bacteria altamente patogénica
(como lo es Staphylococcus aureus resistente a vancomicina), lo que conlleva a que se
utilicen fagos que sean constitutivamente mas grandes, para soportar la carga genética
que se busca imponer dentro, por lo que la gran mayoria de fagos modificados para atacar
a mas de una cepa suelen ser fagos fibrosos. (Matsuzaki et al., 2005)

b. Fagos de corto espectro. Los fagos de corto espectro son fagos que

afectan a una sola cepa (o un grupo muy pequefio de cepas) de una especie. Estos fagos
suelen ser utilizados para producir bibliotecas de bacteriéfagos para la determinacion
taxonomica de cepas. Esto se ve mucho, sobre todo para la identificacion de S. aureus.
(Matsuzaki et al., 2005)

Los fagos de corto espectro son los que se han utilizado con mas frecuencia para
producir los cocteles de bacteriofagos. En el instituto Eliava se acumulan bibliotecas de
fagos que atacan a distintas cepas de la misma bacteria. Cuando un paciente es
diagnosticado con una bacteria se le administra un coctel hecho a base de los
bacteriéfagos que atacan a las cepas que mas probablemente estén infectando al paciente.
Como tal, se suelen obtener los genes que codifican para los receptores bacterianos de
esta clase de fagos para producir los fagos de amplio espectro artificiales. (Sulakvelidze
etal.,2001)

c. Uso en biorremediacion. La biorremediacion es la disciplina que

busca restaurar un area después de que esta fuera dafiada y su balance ecoldgico, alterado.
Los bacteriéfagos pueden ser de mucha utilidad en la biorremediacion cuando el agente
causal es bacteriano. Ejemplo de estos casos abundan.(Hanlon, 2007; Nakai & Park,
2002; Sulakvelidze et al., 2001)

Uno de estos ejemplos se basa en el uso de bacteriofagos para combatir la
eutrofizacidn en varios lagos en Japon. En este caso, utilizaron ciandfagos para eliminar
las poblaciones de cianobacterias. (Yoshida et al., 2006) La mayor ventaja del uso de esta

clase de tratamiento en comparacion de otros, es que no hay riesgo de desbalancear la
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microbiota nativa del lugar. Esto se debe a que los bacteriéfagos tendran solo el impacto
de reducir las poblaciones microbianas que estdn causando los efectos nocivos en el
ambiente, y no deberian causar mortalidad en bacterias comensales del mismo. (Y oshida-

Takashima et al., 2012)



V. METODOLOGIA

A. AGRUPACION DE CEPAS DE V. parahaemolyticus

La caracterizacion de las cepas obtenidas de estanques de camarén o de hemolinfa de
camarones enfermos se realizd por medio de pruebas API20E ® de BioMérieux ®. Se
realizo una prueba con cada uno de los aislados bacterianos. Los aislados bacterianos se
obtuvieron en un muestreo de Vibrio en los estanques de una camaronera del Pacifico,
realizado en junio y julio de 2014, los cuales se congelaron a -70°C. Para realizar las
pruebas de identidad bioquimica, se descongelaron estos aislados y tras obtener una
colonia fresca, se sembro en la prueba API20E ®, siguiendo las instrucciones del
fabricante y las precuaciones de bioseguridad pertinentes.

La agrupacion de las cepas consistié en tomar los resultados de estas pruebas y formar
una base de datos con los resultados variantes de las pruebas. Las pruebas bioquimicas
que se utilizaron para la base de datos fueron las pruebas de: orto-nitrofenil beta-
galactosidasa; ornitina decarboxilasa; citrato; Voges-Proskauer; fermentacion de sucrosa;
fermentacion de amygdalina; fermentacion de sacarosa; y fermentacion de arabinosa.

Los resultados de estas pruebas fueron ingresados para los doce aislados que se tenian
(incluyendo la cepa ATCC 17802) al programa SPSS 18.0, para Windows. En este, se
corrid un andlisis de agrupamiento de escalonamiento multidimensional con distancias
Euclidianas. De este, se obtuvo un mapa de distancias bioquimicas entre los aislados. A
patir del mapa, se pudo agrupar los aislados en cepas bioquimicas distintas entre si. Para
trabajar los siguientes pasos de la metodologia, se selecciond un aislado de cada cepa

reconocida en el mapa.
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B. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE BACTERIOFAGOS:

Para realizar un tratamiento contra la bacteria V. parahaemolyticus en los estanques de
camardon fue necesario realizar un aislamiento de bacteriéfagos naturales a partir de
ocho muestras de agua, las cuales fueron colectadas asépticamente en bolsas de 500mL,
de las cuales: dos provinieron del mar, obtenidas detrds de la reventazén (playa de El
Sunzo, Santa Rosa, Guatemala); dos, del laboratorio de una camaronera en Candelaria,
Santa Rosa, Guatemala; y cuatro, de una finca camaronera localizada en Iztapa,
Escuintla, Guatemala. Todo este procedimiento se basé en: van Tuest & Kropinski, 2009;
y Alanis Villa, 2014. Todas las recetas de medios y soluciones utilizadas se encuentran en
el Anexo 5.

1. Aislamiento y purificacion de bacteridfagos de aguas ambientales. Cada
muestra de agua fue centrifugada por 25 minutos, a 3,000 x g y temperatura ambiente.
Posteriormente el sobrenadante se mezcld con un cultivo de Vibrio parahaemolyticus de
6 horas de crecimiento y caldo tripticasa soya con sales. La mezcla fue incubada por una
noche a 37C. Es importante mencionar que se utilizaron mezclas de distintas muestras de
agua con distintas cepas de V. parahaemolyticus, que fueron codificadas para llegar a los
dieciséis bacteriofagos que se usaron en todo el estudio.

La codificacion usada para el aislamiento y subsiguiente enriquecimiento de los
lisados y fagos se diagrama en el siguiente Cuadro (Cuadro 1). Es importante mencionar
que se realizd un total de veinte enriquecimientos, dos veces (el primero se codificé con
nameros y el segundo con letras). Los numeros y letras no mostradas no se muestran en
el Cuadro, dado que no fueron mezclas exitosas en las pruebas de puntos realizadas; por
lo que no se enriquecieron ni se trato de aislar bacteriofagos de las mismas.

Para determinar qué cepa se mezclaria con qué muestra, se realiz6 una aleatorizacién
de listas en MS Excel. La razon por la que no se enriquecieron todas las cepas con todas
las muestras de agua (lo cual hubiese sido idoneo) fue que se recolectd agua insuficiente

para esto.
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Cuadro 1. Codificacion de bacteriofagos utilizada durante todo el estudio.

Muestra de agua utilizada

Codigo  Cepa de V. parahaemolyticus (No. muestra)

o1 138/1v Candelaria (2)
D2 133/3v Iztapa, estanque 1 (1)
@3 138/4v Mar (2)

D4 138/5v Mar (2)

o5 138/6v Iztapa, estanque 2 (2)
D6 80/3v Iztapa, estanque 2 (2)
o7 134/2v Candelaria (2)
®8 134/3a Mar (1)

D9 73/6v Iztapa, estanque 1 (2)
®14 134/1v Iztapa, estanque 1 (2)
®15 138/2v Iztapa, estanque 1 (1)
®16 126/1v Mar (1)

®a 134/2v Candelaria (2)
of 88/3v Iztapa, estanque 2 (2)

El cultivo se centrifugd después de la incubacion. El sobrenadante se filtré a
través de un poro de 0.45 pm y fue almacenado con cloroformo y buffer de bacteridofagos
1X a 4C. Posteriormente, se tom6 una asada del filtrado y se realizé un inéculo en cajas
llenas a medio volumen con agar Miieller Hinton, frias. Luego, con un asa estéril, se
realiz6 un aislado de los bacteridfagos.

Una vez la caja lleg6 a temperatura ambiente se vertid una mezcla de agarosa
suave (agarosa 3 g/L con tripticasa soya con sales) con cultivo logaritmico de la bacteria
sobre la parte de la caja donde se esperaba la menor cantidad de fagos, se dejo
polimerizar la agarosa y las cajas se incubaron boca abajo a 37C por 12 horas.

De las placas que se lograron aislar, se tom6 con una punta de pipeta que se
introdujo a un tubo estéril con 100 puL de buffer de bacteriofagos que luego se incubd por

4 horas a temperatura ambiente, tiempo tras cual se agregd una gota de cloroformo. Este
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nuevo aislado se utilizé para repetir el procedimiento de purificacion, tres veces, en agar
Miieller Hinton para obtener los fagos purificados.

2. Aumento del titulo del lisado. En un Erlenmeyer de 125 mL, se agreg6 0.1
mL de cada uno de los fagos aislados y 15 mL de caldo tripticasa soya con sales de doble
concentracion. Esto se inoculé con 0.1 mL de V. parahaemolyticus ATCC 17802
logaritmico. Se incub6 en un bafio de Maria rotatorio a 44 rpm, 37C, 4 dias. El cultivo se
trasvaso a un tubo cénico estéril y se centrifugé 10 minutos a 3,000 x g. Luego, se filtro
por inyeccién por un poro de 0.45 um. Este proceso se repitidé dos veces con cada fago,
solamente cambiando la cantidad de fago agregado en la segunda y tercera vez, de 0.1

mL aumentandolo a 10mL.

Figura 3. Diagrama de flujo de procedimiento realizado para enriquecer los bacteriéfagos encontrados.

0.1mL¢e+15mL tripticasa soya con sales 2X+
0.1mL V. parahaemolyticus logaritimico

Centrifugar,
15mL  10min, 3000 x g

trasvasar
‘_, Incubar @ 44rpm
A 37C E—
4 dias

Filtrar jeringa por
un poro ¢.45um

Repetir proceso dos veces, aumentando la
cantidad de fago de 0.1mL a 10mL

{manteniendo los demas volumenes)
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3. Determinacion del titulo de bacteriofagos por agar suave. Se hicieron
diluciones seriadas desde 10" hasta 10 en buffer de bacteriofagos a partir del fago
enriquecido, para cada fago. Estas diluciones seriadas se mezclaron con agarosa suave
(con tripticasa soya y sales) y 0.5mL de cultivo logaritmico de la cepa ATCC 17802;
posteriormente fueron sembrados en cajas de agar Miieller Hinton llenas a medio
volumen. El procedimiento se repitid hasta tener tres cajas de cada dilucién para cada
fago. Se utilizaron cajas Gnicamente con agar y agarosa suave como control negativo y
una caja solo con bacterias y agarosa suave como control de crecimiento bacteriano. Las
cajas se incubaron a 37Cpor toda la noche. Luego de 24-30 horas de incubacion se
contaron las placas en las cajas Petri cuyo nimero de placas estaba entre 20 y 200 placas.
Para finalizar se utiliz6 la siguiente ecuacion para determinar el titulo original en el lisado

(en unidades formadoras de placas por mililitro, UFP/mL):

C. CARACTERIZACION DE BACTERIOFAGOS

La caracterizacion de los bacteriofagos purificados anteriormente consistio en realizar
tres pruebas distintas con cada uno de los catorce fagos aislados: una prueba de velocidad
de lisis; una prueba de lisogenia; y una prueba de rango de infectividad de cepas de
Vibrio sp. Tras estas tres pruebas, se realizo una ultima, pero solo con uno de los fagos
mas prometedores, esta consistid en una extraccion de material genético con ADNzol,
para confirmar si el mismo es de ARN o ADN. Todas las recetas de medios y soluciones
utilizadas se encuentran en el Anexo 5.

1. Prueba de velocidad de lisis. La prueba de velocidad de lisis consistioé en
utilizar cultivos de 10 mL logaritmicos (6 horas de incubacion a 37C) de las cepas 80/3 y
ATCC 17802 con una densidad de McFarland 4.0. A estos cultivos se les agregaron 500
uL de cada uno de los catorce fagos. La densidad Optica de cada tubo se midi6 cada hora,
durante ocho horas, utilizando estandares de McFarland para calcular la densidad celular

en el cultivo.
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2. Prueba de induccién de lisogenia. La prueba de lisogenia consistié en una
prueba de agar suave utilizando agarosa 3 g/L en tripticasa soya con sales y cajas de agar
Miieller Hinton llenas con medio volumen. Se usaron 500 pL de cultivo logaritmico de la
cepa ATCC 17802 en cada caja, y se agregaron 200 pL de una dilucién 10” de cada uno
de los catorce fagos. Las cajas se incubaron a 37C por ~6 horas, tras lo cual se procedio a
apagar la incubadora, dejando que llegara a una temperatura de 24C. Se incubaron las
cajas por doce horas mas. Tras esto, se procedi6 a leer las cajas.

Aquellos fagos que lograron realizar placas se les considerd6 como bacteridfagos
resistentes a cambios ambientales. Los fagos que no lograron lisar bacterias se
consideraron susceptibles a cambios ambientales. Finalmente las cajas donde se
observaron halos de infeccion, pero sin lisis bacteriana, se consideraron como fagos que
inducen lisogenia tras cambios ambientales. Estos fagos fueron descartados para las
pruebas de cocteles posteriores.

3. Prueba de susceptibilidad de cepas de Vibrio sp. La tercera prueba, fue la
prueba de susceptibilidad. En esta prueba, se probo el poder infectivo de cada fago contra
un representante de cada cepa. Cada cepa se crecio en 10 mL de caldo tripticasa soya con
sales hasta llegar a fase logaritmica (6 horas a 37C). Luego, se hicieron diluciones
seriadas de cada fago en buffer de bacteriofagos (hasta llegar a la dilucién 10). En cada
tubo se agregaron 10 gotas del cultivo bacteriano y 10 gotas del fago original, asi como
cada dilucion seriada y con cada cepa. A cada tubo se le agregd agarosa suave liquida y
se mezclo antes de verterse sobre la caja de agar marino. Se permiti6 la gelificacion y se
incubaron las cajas por 24 horas a 37C. Se realizaron tres réplicas para cada caja Petri
donde se debieron obtener placas contables (20-200), si la cepa fuera susceptible al fago
agregado; de no obtenerse, se consideraba como una cepa resistente a dicho fago. Se
utilizo también una cepa de V. cholerae y una de V. vulnificus, como «outgroupy.

4. Extraccion de 4cidos nucleicos por DNAzol. Esta Gltima prueba consistio

en realizar una extraccion con DNAzol del bactriéfago ¢1. La extraccion se hizo en
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duplicado, una vez tratando el fago purificado con una enzima ADNasa (a manera de no
obtener contaminacion por parte de desechos gendmicos bacterianos). La réplica no se
tratd con enzimas, puesto que la contaminacion gendmica bacteriana funciona como
control positivo para el gel de integridad en donde se corroboro el éxito de la extraccion.

Para realizar el tratamiento enzimatico, se uso la enzima RQ1 Rnase-Free DNAse de
Promega. Se realizo la reaccion con 8 pL de fago purificado, y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Una vez terminada la reaccion, se procedid a la extraccion
con DNAzol. Para la réplica sin ADNasa, se usé 500 pL. de ADNzol con 50 pL del fago
purificado (100 uL. de DNAzol para los 10 pL de fago tratado con ADNasa, la diferencia
en volumenes utilizados radica en que la muestra tratada con ADNasas tenia un volumen
de producto de reaccion de 10 pL y se carecia de suficiente enzima para tener un
volumen mayor; se trabajé con una muestra de 50 pL con la muestra que no fue tratada
enzimaticamente para garantizar una banda visible en el gel).

Tras ser mezclados por inversion, se centrifugaron por 10min a 10,000 x g, a
temperatura ambiente. Se procedié a agregar 250 puL de etanol absoluto a la réplica sin
tratamiento enzimatico y 25 puL a la réplica con ADNasa. Tras tres lavados con etanol al
70%, se resuspendio el material genético en NaOH 8 mM, guardando los extractos a 4C.
Una vez terminada la extraccion, se corrieron los productos de la misma en un gel de
agarosa 0.8% en TAE 1X, previamente tratado con Gel Red, a 70 V, por 3 horas, junto

con una escalera de Promega, de 100 pb.

D. PRUEBA DE COCTEL DE BACTERIOFAGOS

La prueba de coctel de bacteriofagos se basa, esencialmente, en una prueba de agar
suave. Se probé6 cada coctel contra cada wuna de las cepas de
Vibrio parahaemolyticus previamente identificadas. Estas se realizaron en cajas Petri de

5 mL, para ahorrar medio. A cada caja se le agregé 2 mL de agar Miieller Hinton.



24

Se disefiaron los cocteles utilizando los resultados de la prueba de induccion de
lisogenia, selecciondndose solo los bacteriofagos que lograron producir una placa a pesar
del cambio de temperatura. También se seleccionaron dos fagos que no provocaron
lisogenia y tampoco lisis. Estos dos fagos (¢7 y ¢8) solo se probaron juntos, no con los
demas fagos seleccionados (¢p1, §3, ¢6 y ¢a). Los fagos ¢7 y ¢8 fueron los fagos que
sobresalieron mas en la prueba de velocidad de lisis.

Entonces, en un tubo de 1.5 mL se agregaron 20uL de una dilucién 10” de cada fago
que correspondiera en el coctel, 25 ulL de V. parahaemolyticus logaritimica, y 1 mL de
agarosa suave. Se vertid esta mezcla sobre la caja, se permitid6 que solidificara y se
incub¢ toda la noche a 37C. Tras esto, se leyeron las cajas. Cada caja pudo tener cuatro
resultados posibles: lisis casi completa; placas contables; no-infectividad; o induccion de
lisogenia.

De las cajas con lisis casi completa y las cajas con placas contables, se obtuvieron
valores de porcentaje de lisis, dibujando cuadrantes sobre las fotografias de las cajas. En
cada cuadrante se discerni6 si habia mas lisis que bacteria, marcandolo como lisado o no.
La suma total de los cuadrantes lisados se calculdé como porcentaje de lisis en esa placa.

Todas las recetas de medios y soluciones utilizadas se encuentran en el Anexo 5.



VI. RESULTADOS

A. ANALISIS DE EPIDEMIOLOGIA BIOQUIMICA DE CEPAS DE

Vibrio parahaemolyticus
El andlisis de las diferencias entre los aislados de V. parahaemolyticus se realiz6 a

partir de las puntuaciones que estas obtuvieron en una tira de API20E ®. Los resultados
de cada prueba se utilizaron para calcular un mapa de cercania bioquimica entre los
aislados, a manera de determinar si constituian o no una cepa distinta de los demas
aislados. Este se calcul6 a través de SPSS 18.0, para Windows. El mapa se visualiza en la
Figura 4, en el mismo se puede ver como hay cinco grupos de cepas de V.
parahaemolyticus (la cepa C134 2A es V. cholerae y la cepa C134 1V es V. vulnificus;

utilizadas como «outgroup»), marcados por circulos en el mapa.

Figura 4. Mapa de distancias escalonadas multidimensionales Euclideanas entre cepas de V. parahaemolyticus,
usando pruebas bioquimicas como parametros.

Mapa de distancias escalonadas multidimensionales Euclideanas entre cepas de
V. parahaemolyticus, usando pruebas bioquimicas como parametros.
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B. ENRIQUECIMIENTO DE BACTERIOFAGOS A PARTIR DE
MUESTRAS DE AGUA.

El enriquecimiento de bacteriofagos se comprobd con una prueba de puntos sobre la
cepa 80/3 y la cepa ATCC 17802. A partir de estas primeras pruebas, se determind con
qué mezclas de enriquecimientos para bacteriéfagos se trabajaria el resto de los

experimentos. Asi pues, se descartaron los fagos ¢10, ¢11, ¢12, ¢13, ¢17, 918, ¢19 y
$20; ademas de los fagos ¢b, ¢c, ¢d, e, g, oh, ¢1, ¢j, ok, ¢1, ¢m, ¢n, ¢ii, o, ¢p, §q, ¢r'y
¢s.

Figura 5. Prueba de puntos de bacteriéfagos sobre la cepa 80/3. Fotografia del autor. Los ¢1, $2, 3, ¢4, ¢S y ¢p6
fueron sefialados para facilitar su visualizacion.

Estas descalificaciones se debieron ya fuera a contaminacion en los enriquecimientos

(se puede ver en la Figura 5, en los fagos $10, ¢11, 12 y ¢p13) o por falta de lisis (el caso
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del resto de los enriquecimientos realizados). La significancia de trabajar con la cepa 80/3
es que la misma se aislo de hemolinfa de un camardn, por lo que se sabe que esta cepa en

especifico es capaz de colonizar el hepatopancreas de un camaron.

C. CUANTIFICACION DE BACTERIOFAGOS AISLADOS

La cuantificacion de los bacteriéfagos se obtuvo a partir de los resultados de las
pruebas de agar suave, en diluciones seriadas desde 10™" hasta 10”. Las concentraciones
se basan en los resultados en las cajas sembradas con ATCC 17802. Se pueden ver en el

Cuadro 2.

Cuadro 2. Titulos de los catorce bacteriofagos aislados, medidos en ATCC 17802, en triplicado.

BACTERIOFAGO  TiTULO PROMEDIO  INCERTIDUMBRE/ DESVIACION ESTANDAR

(*10°PFU/ML) (*10°PFU/ML)
o1 102.7 +22.1
$2 36.7 +6.42
3 81.0 +7.21
o4 58.0 +5.57
5 43.3 +7.77
6 35.7 +3.51
o7 86.3 +2.08
8 74.0 +7.21
9 25.7 +4.16
¢14 29.0 +6.24
¢15 44.3 +4.04
$16 36.7 +3.21
HA 104.0 +10.6
OF 43.7 +13.06
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D. ANALISIS DE VELOCIDAD DE LISIS POR BACTERIOFAGOS.

La velocidad de lisis de bacteri6fagos es una serie de datos que se obtuvo junto con la
metodologia para el aumento de titulo de cada bacteriéfago. En la Figura 6, se pueden
observar una curva de mortandad de Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 al ser
expuesta a distintos bacteriéfagos por un periodo de ocho horas. Lo que se observa en
esta Figura es el comportamiento de varios de los fagos probados.

Una de las cosas que mas sobresaltan es que la mayoria de fagos dejaron de tener un
comportamiento litico cuando las poblaciones bacterianas llegaron a 1.0¥10° células.
Claro, hay excepciones contadas, como el ¢4, que logr6 eliminar células hasta que llegd
la poblacion a 0.5%10° células. El comportamiento del resto de los fagos se observa en el

Cuadro 3.

Figura 6. Grafico de mortandad de V. parahaemolyticus ATCC 17802 al ser expuesto a fagos seleccionados, medido
en cantidad de células segin McFarland contra el tiempo.

Grafico de mortandad de Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802 al ser
expuesto a fagos seleccionados.
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En el Cuadro 3, se pueden observar los valores de densidad optica (OD, siglas en
inglés), segun estandares de McFarland, finales de los doce bacteriofagos con los que se
realiz6 el andlisis de velocidad de lisis. Es crucial entender que al inicio de este
experimento, todos los cultivos se iniciaron con un McFarland de 4.0. Los valores de
turbidez son significativamente menores en los cultivos que se realizaron con la cepa
ATCC 17802 que aquellos encontrados tras ocho horas en cultivos en la cepa salvaje
80/3, aislada de hemolinfa de camarones.

A su vez, también se realizO6 una prueba Wilcoxon de rangos con signos para
comprobar que los juegos de datos son diferentes entre si y que hay una diferencia
estadistica entre la densidad optica final de la prueba de velocidad de lisis realizada con
la cepa 80/3 y la cepa ATCC 17802. Esta prueba tuvo un estadistico de prueba 1 y un
valor critico de 13. Dado que 13 > 1, se puede rechazar la hip6tesis nula y se puede decir

que los valores de densidad Optica son significativamente distintos entre si.

Cuadro 3. Valores de McFarland finales del analisis de velocidad de lisis de dos cepas de V. parahaemolyticus
(ATTC 17802 y 80/3) tratadas con bacteriofagos.

Fago Valor de McFarland final
Cepa 80/3 ATTC 17802
o1 3 2
D2 3 1.5
@3 3 2
D4 3 1.5
@5 2.5 2
D6 2.5 1.5
@7 2 2
@8 2.5 1.5
D9 3 2
D14 3 2
®15 3 2
@16 3 2
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E. ANALISIS DE INDUCCION DE LISOGENIA.

La induccion de lisogenia en los bacteriéfagos aislados se realizé imitando una de las
condiciones ambientales que pueden cambiar facilmente en los estanques de las
camaroneras: la temperatura. Durante una prueba de agar suave con catorce fagos,
normalmente incubados a 37°C, se apag6 la incubadora tras alrededor de seis horas de
incubacion. Esto permitié que la incubadora llegara a temperatura ambiente. En la Figura
7 se muestran las cajas que presentaron una induccidon de lisogenia, en forma de la

produccion de halos en lugar de placas. Se encontraron halos en los bacteridofagos ¢5,¢ 9,

014, $15y 16.

Figura 5. Pruebas de induccion de lisogenia, en fagos $14 y ¢16. Halos lisogénicos sefialados con flechas para
facilitar su visualizacion, fotografia del autor. (Petri de 100mm)
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F. ANALISIS DE LA EXTRACCION POR ADNZOL DEL ¢1

El analisis de la extraccion del 1 consiste en la lectura del gel presente en la Figura 8.
En el mismo se observa la escalera en el pozo 8. En el pozo 9 (réplica de extraccion sin
tratamiento enzimatico), se observa material genético que no logré migrar. Por lo que se
puede suponer que consiste en ADN bacteriano. En el pozo 1 se monto la réplica tratada
con ADNasa, no se puede observar ninguna banda. Otras cosas que se deben mencionar

es que la escalera se ve corrida, lo que puede implicar que la misma ya est4 vencida.

Figura 6. Gel de agarosa 0.8% de los productos de extraccion del ¢1. En el pozo 1 se corrid la extraccion
previamente tratada con ADNasa, el pozo 2 tiene una escalera de 100pb y el pozo 3 tiene la extraccion sin ADNasa (se

muestra sefialado por una flecha). El gel se tifi6 con Gel Red.

1 23
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G. ANALISIS DE PREPARACION DE COCTELES DE
BACTERIOFAGOS

Los cocteles se prepararon con los bacteriofagos que se demostraron mas liticos en el
ensayo de induccidn de lisogenia, mas dos bacteridfagos elegidos por su alto rendimiento
en la prueba de velocidad de lisis, que se probaron solamente entre ellos. En el Cuadro 4,
se muestran los porcentajes de lisis bacteriana obtenidos en los ensayos. Los mayores
porcentajes de lisis se encuentran en las cepas ATCC 17802 y 80/3 Este ensayo también
se realiz6 con las cepas 126/1, 134/2V, 134/3V y 132/3V, sin obtener resultados mas alla
de dos cajas lisogénicas y una pequena cantidad de cajas con muy pocas placas como
para contar (<5 placas). Los porcentajes de lisis se obtuvieron haciendo cuadrantes sobre
las cajas con placas o lisis, y obteniendo una razoén de los conteos totales de estos en

cuanto a la eficiencia de la infeccion viral en esa caja.

Cuadro 4. Porcentaje de lisis bacteriana obtenido con cada coctel en las cepas trabajadas.

Céctel (Composicion 80/3 ATCC 126/1 134/2 134/3 132/3

del coctel) 17802

I* (¢1 $3 $6 ¢a) 79.92% 67.64% 0% L 0% 0%

II (61 ¢3 $6) 29.74% 0.07% 0% 0% 1.25% 0%

I (1 ¢3) 53.57% 0.78% 0% 0% 0% 0%

IV* (¢1 ¢6 da) 52.21% 66.40% 0% 0.39% L 0%

V (¢1 $6) 42.61% 33.22% 0% 0% 0% 0%

VI (¢1 $a) 3.57% 68.65% 0% 0% 0.83% 0%

VII (63 ¢6 $a) 52.83% 47.22% 0% 0.79%  2.08% 0%

VIII (63 ¢6) 21.51% 15.15% 0% 1.98% 0% 0%

IX (¢3 da) 48.08% 60.08% 0% 0.35% 0% 0%

X (96 ¢pa) 70.17% 66.66% 0% 0% 0.37% 0%

XI (¢7 ¢8) 36.51% 0.79% 0% 0% 0% 0%

*Indujo lisogenia en una de las cepas probadas, denotado en el cuadro por una (L).



VII. ANALISIS DE RESULTADOS

El principal objetivo de este trabajo fue desarrollar un tratamiento de coctel de
bacteridéfagos para controlar infecciones de V. parahaemolyticus que danan los cultivos
de camardn. Se probaron once cocteles (v. Cuadro 4), solamente se usaron seis
bacteriéfagos de los catorce aislados originalmente, dado que las pruebas de
caracterizacion se usaron para descartar bacteridfagos que indujeran lisogenia o tuvieran
muy poco efecto litico. La caracterizacion también dio indicios acerca de la composicion
de los virus.

Una de las etapas mas importantes de la caracterizacion fue la extraccidn que se
realizé del fago ¢1. Esta extraccion solo se realizd en el ¢1 por ser este el fago que
presentd mayor poder litico y que logrd formar placas durante la prueba de induccion de
lisogenia (cabe mencionar que cuando se mezcld con otros bacteriéfagos si indujo
lisogenia en dos cepas; sin embargo esto no ocurrid en la prueba de induccion de
lisogenia donde se probo el bacteridéfago por si solo).

Los resultados de esta extraccion se ven en la Figura 9. En el gel solo se puede ver el
ADN bacteriano que no fue digerido por ADNasas en el pozo 3, que no corrid, ademas de
la escalera. El carril 1 fue resaltado porque es en este carril en el que se esperaba ver una
banda de ADN viral. Tanto en el carril 1 como en el carril 3 no se observa ninguna banda
que denote un genoma viral. Lo anterior indica que el fago ¢1 estad constituido de ARN,
no ADN, o bien la extraccion produjo tan poco ADN que este no fue visible en el gel.

Esta sospecha se necesita confirmar con una extraccion adecuada que permita ver los
acidos nucleicos relevantes. La caracterizacion también debe completarse con una
secuenciacion del genoma viral y con una micrografia electronica que permita ver la
conformacion de las proteinas estructurales. No obstante, la falta de una caracterizacion

completa no cohibid el disefio de los cocteles.

33
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La manera como se disefiaron los cocteles dependi6 de las pruebas de velocidad (v.
Figura 7; Cuadro 3) y la prueba de induccion de lisogenia (v. Figura 8). La prueba de
induccion de lisogenia sirvié como criterio de seleccion de dos maneras: dictd cuales
bacteridéfagos no se deberian escoger por su propension a inducir lisogenia ante cambios
ambientales y asimismo mostrdé qué bacteriofagos se deberian escoger por su capacidad
de lisar bacterias, a pesar de los cambios ambientales, a los que fueron sujetos los fagos
en la prueba de induccion de lisogenia.

A partir de esto, se descartaron los fagos ¢5, $9, ¢14, $15 y $16; se seleccionaron para
cocteles los fagos ¢1, ¢3, ¢6 y ¢a. Los restantes cinco fagos fueron seleccionados o
descartados por su rendimiento en la prueba de velocidad. Los fagos ¢7 y ¢8 fueron los
bacteriofagos que lograron disminuir la turbidez del cultivo logaritmico de V.
parahaemolyticus durante las ocho horas de lectura (el ¢7 teniendo una turbidez de
McFarland 2 en ATTC 17802 y de 2 en 80/3; el ¢8 con 1.5 y 2.5, respectivamente). Esto
conllevé a que se seleccionaran estos dos fagos para un coctel, y se descartaran los fagos
2y ¢p4.

Con respecto a la prueba de cocteles, esta se debe interpretar junto con los resultados
de la agrupacion de las cepas de V. parahaemolyticus. De los cinco grupos de cepas de V.
parahaemolyticus, solo uno fue susceptible al tratamiento con los cécteles (excluyendo el
control proveniente del uso de la cepa ATCC 17802). Esto indica que cualquiera de los
cocteles propuestos solo seria efectivo en un quinto de las cepas que estan reconocidas.

La cepa 80/3 proviene de hemolinfa de camarones enfermos, mientras que las otras
cepas provienen de muestras de agua o sedimento de los estanques de la camaronera.
Esto podria tomarse como un indicador del comportamiento de esta cepa en particular. Si

se pretende tomar accion preventiva contra el Sindrome de Muerte Temprana en
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Camarodn, es necesario controlar las poblaciones de aquellas cepas mas proclives a
colonizar al camarén, como lo es la cepa 80/3.

Esta es otra razon por la que se considera exitosa la prueba de disefio de cocteles, dado
que cocteles como el 111, V y XI, no tuvieron efecto sobre ninguna otra cepa que no fuera
la ATTC 17802, o la 80/3. Asi también hubo cocteles sujetos a descartarse, ya fuera
porque afectaron muchas cepas, o porque indujeron lisogenia en alguna prueba. Los
cocteles I y IV, a pesar de tener una gran capacidad litica, causaron lisogenia en cepas
que no debieron haber afectado.

En este punto es importante hacer una aclaracion, en tanto que se esperaba que los
fagos lisaran la cepa ATCC 17802 porque las fases de enriquecimiento posterior al
aislamiento utilizando cepas aleatorias se realizO en esta cepa. Se esperaba que los
cocteles fueran liticos en la cepa 80/3 por su capacidad ya comprobada de colonizar
hepatopéancreas del camaroén, sin embargo, no se buscaba que fueran liticos o inclusive
infecciosos en otras cepas, a manera de evitar el contagio con cepas silvestres que
constituyen el biofilm del fondo de los estanques.

La induccion de lisogenia es una sefial de alerta en cuestiones del disefio de cocteles
de bacteriofagos. Esto se debe a que este mecanismo de replicacion viral no solo, no
causa la muerte del hospedero, sino también puede cambiar la expresion proteica del
mismo. En casos como este, la lisogenia pudiera significar que esta cepa podria entonces
ser capaz de traspasar genes por estos fagos (haciendo mas facil la adquisicion de
patogénesis) o bien, promover la seleccion de resistencia a los fagos.

Los cocteles fueron efectivos contra dos de los seis grupos de cepas que se probaron:
ATCC 17802 y 80/3; sin embargo, en ninguno se logrd una lisis mayor al 80% (el mayor
porcentaje de lisis, 79.92%, se logro en la cepa 80/3, con el coctel I). El alto porcentaje de

lisis obtenida, sin llegar a ser completa, logra cumplir con las expectativas de un coctel
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de bacteriofagos. Esto se debe a que, con un tratamiento como el aqui propuesto, no se
busca eliminar completamente del sistema a las bacterias en cuestion; se busca reducir la
cantidad poblacional de la bacteria de tal manera que ya no sean un riesgo a la salud del
estanque.

Hasta cierto punto, es ventajoso el no eliminar por completo al V. parahaemolyticus de
los estanques; puesto que se sabe que esta bacteria puede ser comensal del camaroén, y
puede servir en muchos otros aspectos ecoldgicos dentro del estanque (Givens et al.,
2014). Hasta que se conozcan todas las funciones que esta bacteria tiene en el ecosistema
en el que vive, no conviene tomar la decision de eliminarla totalmente.

De igual manera, se necesita profundizar el conocimiento sobre los bacteridfagos
aislados, asi como el rol de V. parahaemolyticus en la EMS en las camaroneras locales,
antes de considerar el uso de uno de los cocteles aqui propuestos en los estanques con
camarones. No obstante, se debe tomar en cuenta que los cocteles disefiados y propuestos
tienen un gran valor como potencial terapia a un estanque enfermo, y profilaxis de
estanques aledafios a estanques enfermos, debido a su poder litico contra bacterias
aisladas de camarones enfermos.

Otros cocteles como el II, VII y el VIII, no se consideran apropiados por tener poder
litico sobre otras cepas. Este poder litico (por minimo que sea) implica que seria mas facil
que estas cepas seleccionen resistencia sobre los cocteles y la compartan con otras cepas
susceptibles por medio de transferencia horizontal de genes (algo muy comun entre
bacterias que producen biofilms, como V. parahaemolyticus).

De esto se concluye que los cocteles III, V y XI (producidos a partir de los fagos ¢1,
03, ¢6, ¢7 y ¢8) necesitan ser estudiados mas a fondo. Estos estudios deben incluir
estudios moleculares como lo son la secuenciacion de sus genomas y microscopia

electronica. Sin embargo, en términos mas practicos, estos fagos deben de probarse en
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una prueba in vivo en una pecera con camarones y V. parahaemolyticus para comprobar
si el enriquecimiento de los bacteriéfagos permite que estos ejerzan un cambio sustancial

en las poblaciones de la bacteria, protegiendo al camaroén de la enfermedad.



VIII. CONCLUSIONES

Los cocteles de bacteriofagos III, V y XI lograron lisar los cultivos de
V. parahaemolyticus provenientes de hemolinfa de camarén, sin mayores

efectos sobre las cepas silvestres.

Fue posible aislar bacteriéfagos para V. parahaemolyticus, tanto de agua de

estanques de camarones, como de agua de mar.

Hay al menos cinco grupos de cepas de V. parahaemolyticus en los estanques

de la camaronera muestreada

El genoma del bacteriofago ¢1 no pareciera ser de ADN, pero se necesita

confirmar esta sospecha.
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1.

IX. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio longitudinal de todo un afio sobre las poblaciones bacterianas
del género Vibrio, encontradas en las camaroneras, a manera de conocer las
fluctuaciones genéticas que se dan conforme el paso del tiempo

Comprobar la patogenicidad en camardn de las cepas de Vibrio parahaemolyticus

encontradas por medio de pruebas moleculares (como PCR).

Se debe profundizar la caracterizacion de los bacteriofagos ¢1, ¢3, ¢6, ¢7 y ¢8, a

manera de conocer su fisiologia, su mecanismo de accion y su genoma.
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XI.

ANEXOS

1. Informacion obtenida con SPSS para la agrupacion de cepas.

ALSCAL

VARIABLES CEPAS =C88 3 C134 1V C134 2A C126 3 C138_6V CI138_1V

C138 2V C138 4 C138 5V C73_CV C80 3
/SHAPE=SYMMETRIC
/LEVEL=ORDINAL
/CONDITION=MATRIX
/MODEL=EUCLID

/CRITERIA=CONVERGE(0.001) STRESSMIN(0.005)

DIMENS(2,2)
/PLOT=DEFAULT ALL
/PRINT=DATA HEADER.

VARIABLES

ON 0] C Y S A A
PG DC IT P AC MY RA

Alscal Procedure Options

Data Options-

Number of Rows (Observations/Matrix). 11
Number of Columns (Variables) . . . 11
Number of Matrices . . . . . . 7
Measurement Level . . . . . . . Ordinal
Data Matrix Shape . . . . . . . Symmetric
Type . . . .. ... ... Dissimilarity
Approachto Ties . . . . . .. Leave Tied
Conditionality . . . . . . . . Matrix

Data Cutoffat. . . . . . .. .000000
Model Options-

Model . . . . . ... ... Euclid
Maximum Dimensionality . . . . . 2
Minimum Dimensionality . . . . . 2
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ITER(30) CUTOFF(0)
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Negative Weights . . . . . . . Not Permitted
Output Options-

Job Option Header . . . . . . . Printed

Data Matrices . . . . . . .. Printed
ConFigurations and Transformations . Plotted
Output Dataset . . . . . . .. Not Created
Initial Stimulus Coordinates . . . Computed

Algorithmic Options-

Maximum Iterations . . . . .. 30
Convergence Criterion . . . . . .00100
Minimum S-stress . . . . . . . .00500
Missing Data Estimated by . . . . Ulbounds
Tiestore. . . . . . . ... 385

Raw (unscaled) Data for Subject 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

.000
6.111 .000
6.111 .000  .000
.000 6.111  6.111 .000
.000 6.111 6.111 .000  .000
.000 6.111  6.111 .000  .000  .000
.000 6.111 6.111 .000  .000  .000  .000
.000 6.111  6.111 .000  .000  .000  .000  .000
.000  6.111 6.111 .000 .000 .000 .000 .000

O 0 JIN DN W~

.000
10 .000  6.111 6.111 .000 .000 .000 .000 .000

.000  .000
11 000 6.111  6.111 .000 .000 .000 .000 .000
.000  .000
11
11 .000
Raw (unscaled) Data for Subject 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10



.000

.000

.000

.000

.000

.000

O 0 JIN DN W~

10
.000
11
.000

11

O 01NN W~

10
.000
11
.000

.000
.000
.000
11.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

11

.000

1

.000
.000
11.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000

11

.000
.000
11.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

3

.000
11.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000
11.000  .000
.000 11.000
.000 11.000
.000 11.000
.000 11.000
.000  11.000
.000 11.000
.000  11.000

Raw (unscaled) Data for Subject 3

4

.000
11.000
11.000
11.000
11.000
11.000

11.000

11.000

11.000

5

.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000

.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000

6

.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000

.000

.000

.000
.000

7

.000

.000

.000
.000

.000

.000

.000

.000

.000

.000

.000

.000
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.000

.000

.000

10

.000

.000

.000

.000

.000

.000

.000
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11 .000

Raw (unscaled) Data for Subject 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

.000
.000  .000
6.111 6.111 .000
.000  .000 6.111 .000
.000  .000 6.111 .000  .000
6.111 6.111 .000 6.111  6.111 .000
.000  .000 6.111 .000 .000 6.111 .000
.000  .000 6.111 .000 .000 6.111 .000  .000
.000 .000  6.111 .000 000 6.111 .000 .000

O 0 JIN DN W~

.000

10 .000 000 6.111 .000 .000  6.111 .000 .000
.000  .000

11 .000 000 6.111 .000 .000  6.111 .000 .000
.000  .000

11

11 .000

Raw (unscaled) Data for Subject 5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

.000

.000  .000

6.111 6.111 .000

.000  .000 6.111 .000

.000  .000 6.111 .000  .000

6.111 6.111 .000 6.111 6.111 .000

.000  .000 6.111 .000 .000 6.111 .000

.000  .000 6.111 .000 .000 6.111 .000  .000

O IN N RN~



9
.000
10
.000 .000
11
.000 .000
11
1
2
3
4
5
6
7
8
9
.000
10
.000 .000
11
3.667 3.667
11

.000

.000

.000

11

.000

1

.000
.000
3.667
.000
3.667
.000
3.667
3.667
3.667

3.667

.000

11

.000
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.000  6.111 .000 000 6.111 .000 .000
000 6.111 .000 .000  6.111 .000 .000
000 6.111 .000 .000  6.111 .000 .000

Raw (unscaled) Data for Subject 6

3 4 5 6 7 8 9 10

.000

3.667  .000

.000 3.667  .000

3.667 .000 3.667  .000

.000 3.667 .000 3.667  .000

3.667 .000 3.667 .000 3.667  .000

3.667 .000 3.667 .000 3.667  .000  .000
3.667 .000  3.667 000  3.667 .000 .000
3.667 .000  3.667 .000  3.667 .000 .000
.000  3.667 .000  3.667 000  3.667  3.667

Raw (unscaled) Data for Subject 7

3 4 5 6 7 8 9 10



1 .000

2 .000

3 6111

4  .000

5 6.111

6 .000

7 .000

& .000

9 .000
.000

10 .000
.000  .000

11 .000
.000  .000

11
11 .000

.000
6.111
.000
6.111
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000

6.111 .000
.000 6.111 .000

6.111 000 6.111 .000

6.111 000 6.111 .000  .000

6.111 000 6.111 .000  .000
6.111 000 6.111 .000
6.111 000 6.111 .000
6.111 000 6.111 .000

Iteration history for the 2 dimensional solution (in squared distances)

(disparities)

Young's S-stress formula 1 is used.

Iteration

DNk~ W — O

S-stress

62610
.53888
AT7723
46903
46705
46665

Improvement

.06164
.00820
.00198
.00040

Iterations stopped because
S-stress improvement is less than .001000

.000

.000

.000

.000

Stress and squared correlation (RSQ) in distances
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.000

.000

.000

RSQ values are the proportion of variance of the scaled data

in the partition (row, matrix, or entire data) which
is accounted for by their corresponding distances.
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Stress values are Kruskal's stress formula 1.

Matrix  Stress RSQ Matrix Stress RSQ Matrix  Stress  RSQ
Matrix  Stress  RSQ

1 411 071 2 .000 1.000 3 403 102 4
379 214

5 379 214 6 422 .026 7 392 159

Averaged (rms) over matrices
Stress = .36862 RSQ = .25503

ConFiguration derived in 2 dimensions
Stimulus Coordinates
Dimension

Stimulus Stimulus 1 2
Number Name

C88 3  -.6322 1.2496
CI134_1V 5039 1.2940
C134 2A 2.0175 -.3669
Cl126_3 -.7018 1.1169
CI38_6V  .9847 -1.1341
CI38_1V 1.5546 .3609
CI138_2V -.6107 1.0102
C138_ 4 -.6146 -1.0572
CI38_5V -.6825 -1.0218
C73_CvV  -7019 -1.0174
C80 3 -1.1171 -.4341

— —
T 200N AW —

Optimally scaled data (disparities) for subject 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

.000

2.373 .000

2373 1950  .000

1.950 2373 2373 .000

1.950 2373 2373 1950  .000

DA W -



.000

1.950

1.950

.000

2.098

2.098

Nelie BN o))

10
.000
11
1.950

11

O 0 JIN DN W~

10
.000
11
2.098

11

1.950
1.950
1.950
1.950

1.950

1.950

11

.000

1

.000
2.098
2.098
2.098
2.098
2.098
2.098
2.098
2.098

2.098

2.098

11

.000

2.373
2.373
2.373

2.373

2.373

2.373

2.373
2.373
2.373

2373

2.373

2.373

1.950
1.950
1.950

1.950

1.950

1.950

1.950  .000

1.950 1950  .000

1.950 1950 1.950
1.950 1950 1.950
1.950 1950 1.950
1.950 1950 1.950

Optimally scaled data (disparities) for subject 2

3 4
.000
2.098  .000
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098
2.098  2.098

5

.000
2.098
2.098
2.098
2.098

2.098

2.098

2.098

6 7 8 9

.000

2.098  .000

2.098  2.098  .000

2.098  2.098  2.098
2.098  2.098  2.098
2.098  2.098 2.098
2.098  2.098 2.098

Optimally scaled data (disparities) for subject 3

3 4

5

6 7 8 9

52

.000
1.950

1.950

1.950

10

.000
2.098

2.098

2.098

10



1
2
3
4
5
6
7
8
9

.000

10
.000

1.965
11
1.965

11

O 031N DN W~

.000

10
.000

1.840
11
1.840

11

1.965

1.840

.000
1.965
2.613
1.965
1.965
1.965
1.965
1.965
1.965

1.965

1.965

11

.000

1

.000
1.840
2.547
1.840
1.840
2.547
1.840
1.840
1.840

1.840

1.840

11

.000

.000
2.613 .000
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2.613
1.965 2613

.000
1.965
1.965
1.965
1.965

1.965

1.965

1.965

.000

1.965 .000

1.965 1965  .000

1.965 1965 1.965
1.965 1.965 1.965
1.965 1965 1.965
1.965 1965 1.965

Optimally scaled data (disparities) for subject 4

3 4
.000
2.547  .000
1.840  2.547
1.840  2.547
2.547  1.840
1.840  2.547
1.840  2.547
1.840  2.547
1.840  2.547
1.840  2.547

5

.000
1.840
2.547
1.840
1.840

1.840

1.840

1.840

6 7 8 9

.000

2.547  .000

1.840  2.547  .000

1.840 2547 1.840
1.840  2.547  1.840
1.840 2547  1.840
1.840 2547  1.840
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.000
1.965

1.965

1.965

10

.000
1.840

1.840

1.840



.000

1.840

1.840

.000

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
.000
11
1.840

11

O 0 JIN DN W~

1

.000
1.840
2.547
1.840
1.840
2.547
1.840
1.840
1.840

1.840

1.840

11

.000

.000
1.963
2.203
1.963
2.203
1.963
2.203
2.203
2.203
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Optimally scaled data (disparities) for subject 5

3

.000
2.547
1.840
1.840
2.547
1.840
1.840

1.840

1.840

1.840

4

.000
2.547
2.547
1.840
2.547
2.547

2.547

2.547

2.547

5

.000
1.840
2.547
1.840
1.840

1.840

1.840

1.840

6 7 8 9 10

.000

2.547  .000

1.840  2.547  .000

1.840 2.547 1.840  .000
1.840 2.547 1.840 1.840
1.840 2547 1.840 1.840
1.840 2547 1.840 1.840

Optimally scaled data (disparities) for subject 6

3

.000
2.203
1.963
2.203
1.963
2.203
2.203
2.203

4

.000
2.203
1.963
2.203
1.963
1.963

1.963

5

.000
2.203
1.963
2.203
2.203

2.203

6 7 8 9 10

.000
2.203 .000
1.963  2.203 .000
1.963 2203 1963 .000
1.963 2203 1963 1963



10 2.203
1.963 .000
11 1.963
2203 2203
11
11 .000
1
1 .000
2 1876
3 2492
4 1.876
5 2492
6 1.876
7 1876
& 1.876
9 1876
.000
10 1.876
1.876  .000
11 1.876
1.876  1.876
11

11 .000

2.203

1.963

1.963

2.203

2.203

1.963
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1.963 2203 1963 1.963

2203 1963 2203 2.203

Optimally scaled data (disparities) for subject 7

.000
2.492
1.876
2.492
1.876
1.876
1.876

1.876

1.876

1.876

4

.000
2.492
1.876
2.492
2.492
2.492

2.492

2.492

2.492

5

.000
2.492
1.876
1.876
1.876

1.876

1.876

1.876

6 7 8 9 10

.000

2492 .000

2492  1.876  .000

2492 1876 1.876  .000
2492 1876 1.876 1.876
2492 1876 1.876 1.876
2492 1876 1.876 1.876



1.

Fotografias de pruebas de cocteles de resultados obtenidos.

Figura 7. Ensayos de coctel de bacteriéfagos. La cepa A es ATCC 17802, la cepa B es

80/3, salvaje; el nimero romano denota el nimero de coctel.
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Figura 8. Ensayos de coctel de bacteriéfagos. La cepa A es ATCC 17802, la cepa B es 80/3,
salvaje; el nimero romano denota el numero de coctel.

57



Figura 9. Ensayos de coctel de bacteriéfagos. La cepa A es ATCC 17802, la cepa B es
80/3, salvaje; el nimero romano denota el nimero de coctel.
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Figura 10. Ensayos de coctel de bacteriofagos. La cepa A es ATCC 17802; el niimero

romano denota el niimero de coctel.




2. Datos originales de analisis de velocidad de lisis.
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Cuadro 5. Datos originales de analisis de velocidad en cepa 80/3 contra cada bacteriofago, se muestran
los datos en valores de estandar McFarland.

Fago

Valor McFarland original

Tiempo (horas de
incubacion)
1
D2
@3
D4
5
D6
o7
O]

D9
®14
@15
®16
Control positivo
Control negativo

<

[ T L T T T T ST SN S N S S SN

[ R L T S S N S S o N N S S

2 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
>4 >4
0 O

4 5
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
25 25
3 3
3 3
3 25
3 3
3 3
3 3
>4 >4
0 0

W W W W &

2.5
2.5

2.5

W W W W

W W W W

W W W W

2.5
2.5

2.5

W W W W

>4
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Cuadro 6. Datos originales de analisis de velocidad en cepa ATCC 17802 contra cada bacteriéfago, se
muestran los datos en valores de estandar McFarland.

Fago Valor McFarland original
Tiempo (horas = 0 1 2 3 4 5 6 7 8
de incubacion)
D1 4 4 3 3 2 2 2 2 2
D2 4 4 4 3 2 2 1.5 1.5 15
@3 4 4 3 2 2 2 2 2 2
D4 4 4 3 2 2 2 1.5 1.5 1.5
5 4 4 2 2 2 2 2 2 2
D6 4 4 4 3 25 25 2 2 1.5
o7 4 4 4 3 25 25 2 2 2
®8 4 4 3 3 25 25 2 2 1.5
D9 4 4 4 3 25 25 2 2 2
D14 4 4 4 3 2.5 2 2 2 2
®15 4 4 4 3 2 2 2 2 2
@16 4 4 4 3 2 2 2 2 2
Control 4 4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
positivo
Control 0 O 0 0 0 0 0 0 0
negativo
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3. Resultados para pruebas API20E ®.

Cuadro 7. Resultados de pruebas API20E ® corridas en cada aislado de V. parahaemolyticus. Los ceros denotan un
ensayo negativo, los unos, un resultado positivo. La cepa 134/2 es V. cholerae, 1a cepa 134/1 es V. vulnificus.

a o

o S n n 2 2 » > o H =00 2 =2 2 R
S £ g z > S T o S Z &= = z O
”gnqwogigxmoc?g»Urc;o::E
[*2)

®0 100001 1 1 01000 1 1 1 1000
[y

£'1 1000 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
[—

e

£/'1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
[\®)

o

/0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
[a—

e

£/ 01 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
w

e

£/0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
N

e

/0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
[\®)

e

/0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
=

e

/0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
w

3
/01000001 1 01000 1 1 1 1 000
(2]

S 0100001 1 1 010001 1 1 1 00 0
>

S/0 10000 1 01 01 0001 1 1 1000

*Nota, las siglas de las pruebas siguen la codificacion del sistema API20E ®, de la marca
BioMérieux ®.
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4. Recetas de medios y soluciones utilizados.

Cuadro 8. Recetas de medios utilizados

Tripticasa soya, NaCl

Reactivo/medio Miieller Hinton 2%, 2mm CaCL*2H,0,
250mL
Nacl 24¢g Sg
Extracto de carne 2g -
Hidrolisado acido de caseina 17.5g -
CﬂClz*thO - 2g
KCl 0.7g -
Almidon 1.5g -
Bacto triptona - 15¢
Bacto soya - S5g
Agar 17¢g -
Agarosa® - 3g
pH 7.3 7.3

*agregar solo al medio suave, para preparar caldo, obviar.

Cuadro 9. Receta para preparar buffer para bacteriofagos 10X usada.

Reactivo/solucion Buffer de bacteriofagos (100mL)
Tris-Cl 3.152g,ph 7.4
H,O Aforar a 100mL
NaCl 5.844¢g
MgSO, 2.464¢
Preparar Tris-Cl, y en esta solucion agregar el resto y aforar
Indicaciones adicionales con agua; para usar, diluir para llegar a 1x; guardar a
temperatura ambiente.
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GLOSARIO

Bacteriofago: virus que afecta exclusivamente a bacterias.

Lisis: destruccion celular, puede ser provocada por una muerte celular
natural tras el agotamiento metabdlico y dafio oxidativo; o puede ser

resultado de infecciones intracelulares (e.g. virales).

Lisogenia: ciclo de infeccion viral en la que el genoma viral se
integrara al genoma del hospedero. Normalmente esta clase de ciclos
resulta en cambios en la expresion proteica del hospedero. En bacterias,

puede llevar a un aumento en patogeniciad.

Litico: ciclo de infeccion viral en la que el virus al ingresar a la célula
toma control de la maquinaria metabdlica e inicia la replicacion de su
genoma de forma descontrolada. Esta provoca la expresion de las
proteinas necesarias para la produccion de viriones nuevos, que
romperan la membrana (y cuando aplique, la pared) celular para

liberarlos al medio intercelular y poder infectar nuevas células.

Placa: en ensayos de laboratorio con bacteridfagos, placa se refiere a
los pequeftios circulos donde no hay crecimiento bacteriano en una caja

Petri. Estos constaran como el crecimiento viral en la caja.



