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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue obtener y evaluar la efectividad de vibriofagos aislados en el
sur del estado de Sonora contra cepas patdgenas de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y
Vibrio alginolyticus, para determinar su uso potencial como agente terapéutico en el cultivo de
camaron blanco Litopenaeus vannamei. Se tomaron 13 muestras de: agua, sedimento y camarones
en el Sur de Sonora (Agiabampo a Bahia de Lobos). En laboratorio se realizé el aislamiento de los
fagos, posteriormente se referenciaron con un numero, se purificaron y propagaron con la técnica
de la doble capa de agar. Se evalud la especificidad litica y efecto inhibitorio de cada vibriéfago.
La prueba de especificidad indic6 que, Vibrio parahaemolyticus fue lisada por 8 de 10 fagos
aislados (80%); Vibrio harveyi fue susceptible a 3 fagos (30%) y Vibrio alginoliticus fue lisada
solo por 2 fagos (20%). En el ensayo in vitro, el fago 3 presento la inhibicion mas alta en contra de
Vibrio parahaemolyticus llegando al 75.08% seguido por el fago 9 con 65.72%. Por otro lado, el
fago 3 inhibi6 en un 29% el crecimiento de Vibrio harveyi, mientras que con el fago 9 se registréd
una inhibicion del 64.89%. El efecto combinado (coctel) de la administracion de los fagos 3y 9 no
mostro alta efectividad en la inhibicidn. Se concluye que durante el periodo de muestreo, la costa
del sur de Sonora presento fagos liticos con potencial terapéutico en contra de bacterias patdgenas

de camardn blanco Litopenaeus vannamei.
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I. INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios que enfrentara la humanidad es la provision de alimento para los
9,700 millones de personas que se esperan para el afio 2050, todo esto en un contexto de cambio
climatico, incertidumbre econdmica y dafio medioambiental. La pesca y la acuacultura
representan una de las principales fuentes de provision de alimento. Actualmente la poblacién
mundial consume 20.1 kg de pescado y productos acuicolas per capita al afio en paises en
desarrollo y 26.8 kg en paises industrializados. La acuicultura y la pesca proveyeron 160

millones de toneladas de alimento en el 2014 (FAO, 2016).

En el afio 2013, los productos marinos representaban 17% de la ingestion de proteinas animales
de la poblacion mundial. En el 2014, la produccion de acuacultura mundial ascendi¢ a 73.8
millones de toneladas con un valor de primera venta estimado en 160, 200 millones de dolares
y especificamente la produccion de la acuacultura de crustaceos reporté 6.9 millones de
toneladas con una ganancia de primera venta de 36, 200 millones de dolares (FAO, 2016). La

tendencia de crecimiento anual de la acuacultura es del 10 al 20% (Alagappan et al., 2010).

El camaron representa una de las especies de crustdceos mas ampliamente cultivadas en el
mundo siendo reportadas 3,668,681 de toneladas para el 2014 especificamente de la especia

Litopenaeus vannamei (FAO, 2016).

En el 2011, la produccién acuicola en México incremento en un 13.7%, superando en 6% al
incremento de produccion acuicola mundial. La produccion nacional de camarén de cultivo y
captura super0 las 105,000 toneladas en el 2011, siendo el estado de Sinaloa el mayor productor
nacional con una produccién histérica de 50,734 toneladas y el estado de Sonora posicionandose

en segundo lugar con una produccién de 40,679 toneladas del crustaceo, mientras que en el 2014
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el estado de Sonora tuvo una produccion de 26,514 toneladas en peso vivo de camardn blanco

en acuacultura (CONAPESCA, 2014).

El reto més importante que enfrenta la industria de la camaronicultura en México es el control
de enfermedades virales y bacterianas. Algunas de ellas se han diseminado debido a la
intensificacion de los cultivos y a la transferencia de organismos alrededor del mundo (Scholz

et al., 1999; Saulnier et al., 2000).

Los principales patdgenos que pueden causar hasta el 100% de mortalidad en los cultivos son:
el virus de la mancha blanca (WSD), virus del sindrome de Taura (TSV), el virus de la necrosis
infecciosa hypodermal y hematopoiética (IHHNV), el virus de la necrosis baculoviral de la

glandula intestinal (BMN) y la Vibriosis bacteriana (FAO, 2016).

Vibriosis

La vibriosis es el principal problema infeccioso en los cultivos de camarén por la alta mortalidad
que provoca (Lightner, 1988; Brocks y Lea Master, 1992; Mohney et al., 1994), especialmente
durante el cultivo larvario (Verpraet et al., 1992). Las principales especies del género Vibrio
gue causan mortandad en cultivos larvarios son V. parahaemolyticus, V. damsela, V.vulnificus,
V. harveyi, Vibrio spp., y entre ellas se destaca la bacteria luminosa V. harveyi siendo una de las
principales causantes de la mortalidad masiva en los cultivos de camarén (Chythanya et al.,

2001; FAO, 2016).

Las bacterias del género Vibrio son gram-negativas, oxidasa positivas (en la mayoria de las
especies), rectas o curvas con forma de baston y anaerobias facultativas (Sung et al., 2001). Son

ubicuas y estan ampliamente distribuidas en ambientes acuaticos, desde agua salobre hasta agua



de mar profunda, en asociacion con animales marinos, algas y detritus (Gopal et al., 2005). Las
bacterias de éste género son consideradas parte de la microbiota normal de camarones peneidos,
ya que constituyen el mayor porcentaje de las bacterias aisladas del tracto digestivo, branquias
y cuticula, ocasionalmente se encuentran en la hemolinfa (Morales-Covarrubias, 2008; Santiago

et al., 2009).

Las principales fuentes de transmision de bacterias tipo Vibrio son el agua marina, instrumentos
0 estanques de larvicultura mal desinfectados, como parte natural de la microflora en nauplios

de Artemia utilizada como alimento vivo, entre otros (Karunasagar et al., 1994; FAO, 2016).

Los principales sintomas de la vibriosis son musculo abdominal opaco, anorexia, expansion de
cromatoforos, ligera pigmentacion oscura en superficie dorsal, expansion de cromatdforos rojos
sobre los pledpodos y pereidpodos dando un color rojizo a estos apéndices, necrosis interna y
externa, baja ingesta de alimento, comportamiento erratico y debilitamiento en general. Los
camarones en este estado son susceptibles a las infecciones virales (Alabi et al., 1997; FAQ,

2016).

Las principales medidas que se han utilizado para contrarrestar la Vibriosis son: desinfeccion
de las instalaciones, equipo, agua y trabajadores, uso de alimento vivo (Artemia franciscana)
libre de bacterias, cubrir tanques de cultivo con cubiertas de plastico para evitar contaminacion
a otros estanques, control de densidad de siembra, asi como control de aireacion para mantener
condiciones ambientales optimas a lo largo del ciclo del cultivo (FAO, 2016). También se han
usado bacterias probioticas para el equilibrio microbiano intestinal e inhibicion de colonizacién

por patdgenos por la competencia por nutrientes y espacio (Principio de exclusion) (Gatesoupe,



1999), empleo de antibidticos, empleo de compuestos bioactivos de algas (Esquer-Miranda et

al., 2016), empleo de fagoterapia (Martinez-Diaz, 2014), entre otros.

Un severo problema actual en la acuacultura es la resistencia bacteriana a los antibicticos. Este
fendmeno se ha generado por el uso irracional e inconsciente de bactericidas. Para evitar éste
circulo vicioso, las infecciones virales deben ser tratadas con alternativas inocuas, entre ellos la
fagoterapia, los compuestos bioactivos de algas o el biofloc (Manilal et al., 2009; Martinez-

Cordova et al., 2015).

Empleo de antibioticos en acuacultura

La técnica mas comun para combatir el problema de la vibriosis en camaronicultura (en todas
sus fases de crecimiento) es el empleo de antibidticos. En el estado de Sonora, los antibidticos
mas comunes empleados son la oxitetraciclina, enrofloxacina y florfenicol, ormetoprim — sulfa
— metoxazol, sarafloxacina. Alrededor del mundo se emplean otros antibiéticos como:
clortetraciclina, quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina, &cido oxolinico, perfloxacina,

sulfametazina, gentamicina y tiamulina (Holmstrém et al., 2003).

Debido al inadecuado uso de los antibidticos y a la capacidad de las bacterias para mutar y
reproducirse rapidamente se ha generado el desarrollo de la resistencia bacteriana. Este
problema es el mayor reto de la actualidad al que se enfrentan los acuicultores (Santiago et al.,

2009).

Los mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos pueden surgir mediante mutaciones
cromosomicas individuales (las cuales no pueden ser transferidas) o por adquisicion de

plasmidos que poseen genes de resistencia que pueden ser transferidos rapidamente. Los



plasmidos con genes de resistencia a antibidticos han sido encontrados en especies marinas de

Vibrio y pueden ser intercambiados lateralmente (Holmstrom et al., 2003; Balcézar et al., 2006).

La multirresistencia representa un reto terapéutico que deja pocas posibilidades para el
tratamiento de estas infecciones. Los mecanismos que utilizan las bacterias para defenderse de

los antibidticos estan en constante cambio (Tarfur et al., 2008).

Durante el ciclo de cultivo del 2007, 38.18% de granjas camaronicolas del estado de Sonora
emplearon antibioticos, la oxitetraciclina fue el antibidtico mas utilizado con un 65.91%
(COSAES, 2007; Santiago et al., 2009). Otro de los problemas generados por el uso de
antibidticos en la camaronicultura es la presencia de residuos en el tejido de los organismos
cultivados, los cuales pueden llegar al consumidor (Cabello, 2006). Estos, pueden afectar la
flora intestinal humana ejerciendo una presion selectiva en las bacterias dominantes,
promoviendo directa o indirectamente el desarrollo de resistencia, alterando la actividad

metabolica enzimatica, ademas de la ocurrencia de alergias e intoxicaciones (OMS, 2015).

El efecto de la bioacumulacion gque afecte directamente la inocuidad del producto pueden llegar
a ser causa de cierre de mercados nacionales e internacionales y generar graves pérdidas
econdmicas (Alagappan et al.,2010), ya que existe una fuerte restriccion de los residuos de

antibiodticos en productos para consumo humano (Santiago et al., 2009).

En la actualidad, es recomendable buscar alternativas para el tratamiento de la vibriosis que sean
inocuas, no generen bioacumulacion en el tejido del camarén y de los consumidores,
adicionalmente se debe evitar alterar el equilibrio y la dinamica ecolégica de la comunidad
microbiana. Las nuevas opciones deben ser selectivas con el fin de preservar las comunidades

de bacterias benéficas.



Fagos

Los bacteriofagos son las particulas méas abundantes en el medio marino y se estima que su
densidad alcanza hasta los hasta 108 fagos por mililitro de agua, llegando a ser de 10 a 100 veces
mas numerosos que las bacterias. Su importancia ecoldgica o nicho radica en que son los
encargados de destruir diariamente de un 20% a un 40% de la biomasa procariota en los océanos.
Alagappan menciona que de 10% a 20% de todas las bacterias heterdtrofas mundiales que se
pierden diariamente por infecciones virales (Suttle, 2007; Rohwer et al., 2009; Alagappan,
2010) y consecuentemente afectan los ciclos de nutrientes, la estructura y composicion de las
comunidades microbianas y son la fuerza mayor detras de los ciclos biogeoquimicos (Ronda et

al., 2003; Suttle, 2007).

Suttle (2007), menciona que la densidad de fagos en todas las costas es cerca de 108 virus /mL
y que cerca de 10% a 20% de todas las bacterias heterotrofas mundiales se pierden diariamente

por infecciones virales.

Los bacteriofagos son parésitos obligados altamente especificos debido a su sistema de
reconocimiento que so6lo se acopla a componentes en la pared celular de las bacterias tales como
proteinas, oligosacaridos, acido teicoico, peptidoglicano y lipopolisacaridos (Hanlon, 2007;
Donlan, 2009). En el caso del fago KVVP40, el receptor trans-membrana (por el cuél ingresa su
material genético al medio intracelular) para diversas especies de Vibrio es 26-kDa vy

posiblemente OmpV (Matsuzaki et al.,1992).

Los fagos se pueden considerar inocuos para otras especies bacterianas, ya que se fijan o
adsorben a componentes especificos de la membrana celular bacteriana mediante estructuras

complementarias al receptor celular y solo se pueden acoplar e infectar a las bacterias que



contengan dicho receptor. El ingreso del fago para emplear los mecanismos internos de la
bacteria huésped consiste en la glicolizacion y/o metilacion de bases especificas (Davis et al.,

1979).

Una vez realizada la adsorcion, se produce un cambio configuracional en las proteinas de la
placa basal, algunas de las cuales tienen actividad enzimética y producen un poro en la
membrana citoplasmatica de la célula. La vaina del fago se contrae y el material genético viral
ingresa en la célula, mientras que la envoltura proteica queda en el exterior. Estas proteinas
reparan el poro de la membrana citoplasmaética por donde ingresé el genoma viral y degradan el
DNA bacteriano, lo que proporciona una fuente de precursores, evita la sintesis de RNA y
proteinas bacterianas y proporciona ribosomas para la sintesis de proteinas del fago (Davis et

al., 1979;).

Una vez que los fagos ingresan al interior celular bacteriano el material genético (ADN o0 ARN)
se acopla al plasmido bacteriano utilizando la maquinaria celular para su replicacion,
produciendo desde 100 hasta 1,000 virus y posterior a esto se procede a la generacion de enzimas
liticas (holinas y lisina) que ocasionan la ruptura celular y la lisis, liberando a los viriones
(Mayer, 2016). La segunda ruta pertenece a los fagos lisogénicos que pasan parte de su ciclo de
vida en estado de inactiviad dentro de la célula huésped y se les suele llamar profagos (Davis et
al., 1979; Madigan et al., 1999; Morrison y Rainnie, 2004; Weinbauer, 2004; Hanlon, 2007).

En la figura 1, se presenta el ciclo de replicacion de un fago.
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Figural. Ciclo de replicacion de un bacteriéfago (tomada de Davis et al., 1979).

Ensamblaje

La accion litica de los vibriofagos (T4) sobre bacterias patdgenas permitié su uso como
alternativa terapéutica frente a infecciones bacterianas. Su eficacia ha sido probada incluso
contra microorganismos resistentes a antibioticos (Vispo y Puchades, 2001). EIl proceso de
degradacion de los fagos es inocuo (a diferencia con los antibioticos) ya que solo estan
constituidos de proteinas y acidos nucleicos (Carlton et al., 2005). Otra de las ventajas del

empleo de fagos en el control de bacterias patdgenas es su incremento exponencial a partir de



la dosis inicial y el nimero se seguira incrementado hasta que la cepa huésped especifica o el

patdgeno atacado desaparezca (Alday-Sanz et al., 2007; Hanlon, 2007).

Otros beneficios de la fagoterapia para el control de bacterias patdgenas en acuacultura radican
en su bajo costo de produccion, alta especificidad, inocuidad, entre otros. La fagoterapia para el
control de Vibrio se utiliza en acuacultura desde 1954 y ha generado excelentes resultados
alcanzando una supervivencia de 70% a 80% en larvas de Litopenaus vannamei infectadas con
diversas cepas patdgenas de Vibrio, sin utilizacion de antibidticos ni probidticos. La sola
utilizacion de fagos liticos especificos (en tiempo y forma) a cultivos de peneidos en estadios

larvarios garantiza la reduccion de la mortalidad en casi un 80% (Alagappan, 2010).

1.1 Antecedentes

Antecedentes de la aplicacion de fagoterapia en diversos organismos cultivados

Karunasagar et al, (2005) aislaron vibridfagos capaces de lisar a Vibrio harveyi, obtenidos a
partir de muestras de agua de granjas de camarén, observando alta eficiencia en la reduccion de
los conteos de V. harveyi en el microcosmos marino. La aplicacion de fagos para controlar la
enfermedad bacteriana luminosa en laboratorio, resultdé en la reduccién (3 unidades
logaritmicas) de conteos de V. harveyi en agua y larvas (Penaeus monodon — PL18), asi como
una mejora significativa en la sobrevivencia larvaria (80%) al aplicar dos dosis de fagos, cada
24 h. Al aplicar solo una dosis de fagos se obtenia una reduccion igual a una unidad logaritmica

de V. harveyi alcanzandose un 40% de sobrevivencia larvaria.

Asi mismo, se aplico la fagoterapia para tratar la vibriosis luminosa en una granja camaronicola
(localizada en Visakhapatnam, India). Se seleccionaron los tanques que presentaban mortalidad

y mayor intensidad luminosa para la aplicacion del tratamiento, que consistio en 100 mL del
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fago (108 UFP/mL) afiadido al tanque de 10 toneladas, obteniéndose una reduccion del conteo
de V. harveyi de 10%/mL a 10%/mL en 48 hrs y a niveles indetectables a las 72 hrs, con una
sobrevivencia larvaria de 89%. Los resultados mostraron el potencial terapéutico de la
fagoterapia para tratar la vibriosis luminosa en laboratorio y en granjas (Karunasagar et al,.

2005).

Vinod et al. (2006), aislaron un fago (Siphoviridae) para Vibrio harveyi con una amplia
actividad litica para diversas cepas de la costa este y oeste de la India y se sugiere para potencial
forma de biocontrol de la vibriosis luminosa causada por V. harveyi en sistemas de acuacultura.
Se observo que al infectar en laboratorio larvas de Penaeus monodon con V. harveyi en presencia
del fago aislado se alcanzaba una sobrevivencia del 80% a comparacion con el control (25%).
Se realizaron ensayos de campo en granjas comerciales que presentaban brotes naturales de
vibriosis luminosa. El tratamiento con fagos mejoré la sobrevivencia larvaria (86%) y produjo
un declive en los conteos de V. harveyi luminiscente en los tanques de siembra hasta llegar a
niveles indetectables hasta por 17 dias, mientras que el control de estanques con vibriosis
luminiscente sin tratamiento de fagos obtuvo una sobrevivencia de 17% y al ser tratados con

antibioticos 40% (Vinod et al. 2006).

Lomeli-Ortega y Martinez-Diaz (2014), evaluaron la efectividad de la fagoterapia en la
prevencion y control de la vibriosis en Litopenaeus vannamei infectando a las larvas (nauplios
etapa 1V-V) con 2x10® UFC mL* de Vibrio parahaemolyticus y tratandolas con diferentes dosis
de fagos (A3S y Vpmsl) y en diferentes tiempos de aplicacion. Los resultados revelaron una
efectiva reduccion de la mortalidad en aplicacion temprana (6h post infeccidn) del tratamiento
y valores bajos de MOI (< 0.1); sin embargo, al retrasar el tiempo de aplicacién del tratamiento

se reducia considerablemente la sobrevivencia. Este estudio provee la base para el uso de
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bacteriofagos en la prevencion y control de V. parahaemolyticus en camarones (Lomeli-Ortega

y Martinez-Diaz, 2014).

Considerando la especificidad de los fagos para lisar diversas especies de bacterias del género
Vibrio, se han realizado trabajos de preparacion de “cocteles” que contienen una mezcla de
diversos tipos fagos liticos de amplio espectro que pertenecen a las familias Siphoviridae y
Mioviridae. Al respecto, Crtothers- Stomps et al (2010) prepararon un “coctel” de fagos liticos
para la eliminacion de vibriosis provocada por Vibrio harveyi en larvas de Palunirus ornatus,
para lo cual se tomaron muestras de diferentes estratos, principalmente de tejidos de organismos

enfermos para el aislamiento de los vibriéfagos.

Tanji encontrd que la efectividad de la fagoterapia se reducia draméaticamente con la aparicién
de células virulentas resistentes a fagos, por lo que sugirio la suministracion de cocteles de fagos
en maultiples dosis para inhibir la resistencia para reducir el problema (Tanji et al., 2005). Por
otro lado, Vinod (et al., 2005) aislaron fagos liticos especificos para V. harveyi para controlar
la vibriosis luminiscente larvaria de camarén aplicando una dosis diaria de 100 ul de fagos a 10°

Unidades Formadoras de Placa (UFP) mL™* durante 2 dias y registro un 80% de sobrevivencia.

En virologia, para determinar la infectividad y virulencia de un agente se ha empleado el indice
de multiplicidad de infeccién (MOI), que consiste en el nimero de particulas virales viables que
infectan determinada célula, describiendo este parametro mediante la distribucion de Poisson

(Medina-Velazquez et al., 2005).

1.2. Hipdtesis

En condiciones naturales los vibriéfagos lisan diariamente hasta el 20% las poblaciones

bacterianas, se espera que los fagos obtenidos en la zona costera de Sonora seran altamente
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efectivos en contra de cepas patdgenas de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio

harveyi, obtenidas de granjas camaroneras de la misma region.

I. 3. Objetivos.
Obijetivo General

Obtener y evaluar la efectividad de vibriofagos aislados en el sur de Sonora contra cepas patogenas
de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio alginolyticus, para determinar su uso potencial

como agente terapéutico en el cultivo de camaron blanco L. vannamei.

Objetivos Particulares

1. Determinar la presencia de vibriofagos para las bacterias patégenas Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio alginoliticus y Vibrio harveyi mediante muestreos periddicos en
agua, sedimento y camarones en el Sur de Sonora.

2. Evaluar la especificidad litica de cada vibriéfago contra cepas patdgenas de Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio alginoliticus mediante bioensayos in vitro.

3. Evaluar el nivel de inhibicién de cada vibriéfago contra cepas patdgenas de Vibrio

parahaemolyticus, Vibrio harveyi y Vibrio alginoliticus mediante bioensayos in vitro.
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Il. METODOLOGIA

I1.1 Colecta de muestras de vibriofagos

Durante los meses de mayo a junio de 2016 se realizé un muestreo en el sur del estado de Sonora
(Laguna de Agiabampo a Bahia de Lobos), se colectaron un total de 13 muestras. En las granjas
se tomaron muestras de agua (de los estanques y de los efluentes), asi como del sedimento y de

organismos cultivados (3-5 individuos). En el medio natural se tomaron muestras de agua.

Las muestras fueron colectadas en bolsas estériles marca WHIRL PAK®, se almacenaron en
una hieleray se transportaron al laboratorio de Investigacion de la Universidad Estatal de Sonora

para su posterior aislamiento.

11.2 Obtencion y mantenimiento de cepas de bacterias objetivo

Se obtuvieron cepas patogenas puras, libres de profagos liségenos de las especies: Vibrio
parahaemolyticus (Cepa: SSA 262 CAIM 1709), Vibrio alginolyticus (Cepa: HP113, CAIM
203) y Vibrio harveyi (Cepa: CAIM 1792) las cuales fueron aisladas de camarones enfermos
por el Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. CIAD unidad Mazatlan. En
el laboratorio de la UES- Navojoa, cada cepa fue sembrada sembradas en agar soya tripticaseina

(TSA; NaCl 2.5%) y posteriormente criopreservadas a -70°C hasta su uso.

11.3 Aislamiento de fagos
El aislamiento se realiz6 mediante la técnica de enriquecimiento (Algappan, 2009), utilizando
las muestras previamente colectadas en campo. En el caso de los camarones con signos

evidentes de vibriosis, se les extrajo el hepatopancreas y se coloco en 100 mL de solucion salina
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al 2.5% y se mezclo. Las muestras de sedimento mezclaron y se homogenizaron, posteriormente
se tomaron 10 g y se diluyeron en 100 mL de solucion salina al 2.5%.

Las muestras de agua, sedimento y de hepatopancreas se centrifugaron a 10,000 g durante 15
minutos a 4°C. Se tomd 1 mL del sobrenadante, se pasé por un filtro de 0.2 um de membrana
de acetato de celulosa (VWR) y se afiadié por separado al cultivo de cada una de las bacterias
objetivo, la cual tenia un periodo de crecimiento de 8 h, posteriormente se incubd por 24 h a
30°C. Finalizado el periodo se agrego cloroformo, se centrifugd nuevamente a 10,000 g durante
15 minutos a 4°C. El sobrenadante se paso por un filtro de 0.2 um. Se colectd el pellet bacteriano
(fondo) al cual se le agregaron 50 mL de caldo de soya tripticaseina (TSB) 2.5% NaCl y se dejé
incubar a 30° C por 24 h. El ciclo de adicién de cloroformo, centrifugacion y filtracion se repitio
de 2-3 veces mas.

La presencia de fagos se corroboré sembrando masivamente placas de agar soya tripticaseina
(TSA; DIFCO) con cada una de las bacterias objetivo (Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
alginoliticus y Vibrio harveyi, ajustadas a una densidad éptica de 1 a 585 nm (OD =1) que
corresponde a 108 UFC mL ~ . Las placas sembradas se incubaron por 12 h, pasado éste tiempo,
se inocularon con 13 pL del filtrado de fagos (prueba de puntos). Posteriormente, se incubaron
de nuevo por un periodo de 24 h. La presencia de fagos se corrobor6 cuando se observo la
aparicion de circulos o anillos liticos (zonas de blanqueamiento) sobre la pelicula de la bacteria
objetivo.

La prueba de puntos se realiz6 por triplicado para cada una de las bacterias objetivo. Como
control se agregd una gota de agua de mar estéril a cada placa y asi garantizar que efectivamente
se trataba de halos de inhibicion. La gota de agua fue recubierta por la pelicula de bacterias en

la placa, mientras que el halo de inhibicion permanecio estable hasta por un mes.
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Para cada tipo de fagos se realiz6 una segunda prueba de deteccion por triplicado, denominada
“Prueba de doble capa de agar” (Carlson, 2005). Esta consistio en agregar 300 puL de la solucion
hipotética de fagos, y 700 pL de la capa bacteriana cepa en caldo de soya tripticaseina (TSB)
2.5% NaCl en 3 mL agarosa 0.8% 45°C (agar blando), el cual fue mezclado suavemente en un
vortex y se vertié en una en caja Petri con agar soya tripticaseina (TSA) 2.5% NacCl, la cual fue
incubada a 30°C por 24h. Posteriormente, se visualizaron los halos de inhibicion o placas de

blangueamiento en la pelicula bacteriana. Esta prueba se realizo por triplicado.

11.4 Purificacidn de fagos

Los halos de inhibicion procedentes de la prueba de doble capa de agar se recortaron. El recorte
se realizo con una pipeta Pasteur estéril. Los recortes se colocaron en tubos de ensaye estériles
con 5 mL de agua de mar estéril a 35 ppm. Se les adiciond cloroformo en una proporcién de
1:10 como agente bacteriostatico, se mantuvieron por 30 min a 14°C. Posteriormente la muestra
se decanto para retirar el cloroformo. Se centrifugé en ultra centrifuga (Thermo Sorvall Legend
XTR) a 10 000 g durante 1 h a 4°C; el sobrenadante se paso a través de un filtro de 0.2 um. Los
halos de inhibicion se recortaron y se afiadieron a viales con agua de mar estéril a 35 ppm para
preservarse a 4°C. Se aplicé nuevamente la prueba de la doble capa de agar para verificar la

presencia de virus viables (Renteria, 2009).

11.5 Produccion masiva de fagos

Se tomaron muestras de los fagos purificados (1 mL) las cuales se agregaron a matraces con
caldo de soya tripticaseina (TSB) 2.5% NaCl con la bacteria objetivo las cuales tenian 24 h de
incubacion a 30°C. Se dejaron reposar por 1 hora a 30°C se les agrego cloroformo en una

relacion 1:10 partes, se centrifugd a 1,372 g durante 15 minutos a 4°C para eliminar los residuos
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bacterianos y se filtro el sobrenadante (filtro de 0.2 um de membrana de acetato de celulosa).
Se contabilizé el nimero de fagos viables por mililitro mediante la ecuacién de Unidades
Formadoras de Placas (UFP) empleando diluciones seriales (UFP“s/mL= Ndm. de placas/ Factor
de dilucion X volumen de solucion de virus). Se almacenaron las muestras a 4°C en agua de

mar estéril a 35 ppm y en Bufer SM pH 8.7 para su posterior uso.

11.6 Evaluacion de la especificidad litica

Los fagos aislados de las muestras de agua, sedimento y organismos fueron sometidos a una
prueba de rango litico o especificidad de hospedero. En esta prueba se uso la doble capa de agar
descrita anteriormente. La prueba consistio en elaborar una matriz, cruzando los 13 fagos
aislados con las 3 cepas de bacterias patdgenas de interés. En esta prueba se marc6 como
positivo cuando se detectaron halos de inhibicion claros, abundantes y repetitivos. Los halos
fueron evaluados cuantitativamente de acuerdo al conteo de unidades formadoras de placas
(UFP) mL1 y se caracterizaron cualitativamente de acuerdo al catalogo de Ackermann (2006).
Esta prueba sirvié para seleccionar a los fagos con capacidad litica como candidatos a ser

aplicados en contra de bacterias patdgenas.

11.7 Pruebas in vitro de inhibicion de bacterias objetivo por los fagos aislados

En viales de 1 mL se afiadi6 caldo de soya tripticaseina (TSB) (2.5% NaCl), posteriormente
cada cepa (V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. alginolyticus) fue inoculada por triplicado a
una concentracion de 1x108 UFC mL™. A cada vial se afiadieron 100 pL de cada uno de los
fagos seleccionados por su mayor actividad litica: fago 3 (muestra de agua de mar de
Agiabampo), fago 12 (Agiabampo muestra de agua estanque 6) y en coctel (fago 3 + fago 12).

Como blanco se utilizé caldo soya trpticaseina (TSB) sin bacterias y como control caldo TSB
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con bacteria y sin fagos. Todos los viales fueron incubados a 30° C por 24 h, al final de éste
periodo se contabilizd la densidad bacteriana en un espectrofotometro Shimadzu a 580nm. El
porcentaje de inhibicion se calculd por la diferencia de cada tratamiento respecto a su control

negativo (bacteria sin vibriofagos).

11.8 Analisis y procesamiento de la informacion

Con la informacion recabada se realizaron tablas de especificidad litica y se calcularon los

porcentajes de inhibicion.
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I11. RESULTADOS

111.1 Obtencion de vibriéfagos en las muestras

De las 13 muestras colectadas, en solo 10 se obtuvieron fagos liticos en contra de las bacterias
objetivo, sin embargo, durante ésta primera fase de deteccion, solo en tres se determind la
densidad por el método de Carlson (2005) debido a la baja concentracién de las particulas virales

presentes.

Una de las muestras cuantificables provino del agua de mar de la laguna de Agiabampo (fago
Num. 3) con un contenido de fagos de 1.2 x 10% UFP mL™ contra V. parahaemolyticus. Mientras
que la muestra de agua del estanque 6 de Agiabampo (fago NUm. 9) present6 una concentracion

de 0.012 x10% UFP mL™ contra V. harveyi yde 0.18 x10® UFP mL™* contra V. alginolyticus

(Figura 2).
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Figura 2. Concentracion de fagos en unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro en las
muestras colectadas en contra de las bacterias: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y

Vibrio alginolyticus.
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111.2 Evaluacion de la especificidad litica de fagos contra las bacterias objetivo

Después del aislamiento, purificacion y multiplicacion de los fagos, la prueba de especificidad
indico que, Vibrio parahaemolyticus fue lisada por 8 de 10 fagos aislados (80%); Vibrio harveyi
fue susceptible a 3 fagos (30%) y Vibrio alginolyticus fue lisada solo por 2 fagos (20%) (Tabla
1).

De los 10 fagos aislados, solo dos de ellos mostraron amplio espectro inhibitorio (especificidad
en contra de méas de una bacteria patdgena). El fago 2 que se obtuvo de la muestra de agua del
estanque 1 de Naopatia, mostro especificidad para Vibrio parahaemolyticus y Vibrio harveyi;
mientras que el fago 9 que se obtuvo de la muestra de agua del estanque 3 de Agiabampo fue

especifico para Vibrio harveyi y Vibrio alginolyticus.
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Tabla 1. Especificidad de los fagos en contra de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi y

Vibrio alginolyticus.

Numero  Origen de la muestra V. Parahaemolyticus V. harveyi V. alginolyticus
de (ndm. de fago) (ndm. de fago) (ndm. de fago)
muestra

1 Naopatia Sedimento ++ (1) - -

2 Naopatia Agua ++(2) ++(2) -
Estanque 1

3 Agiabampo Agua de ++ (3) - =
Mar

4 Bahia de Lobos +(4) - -
Camarones

5 Agiabampo Agua +(5) - =
Estanque 1

6 Naopatia Agua ++ (6) - -
Estanque 2

7 Agiabampo Agua - - -
Estanque 2

8 Naopatia Camarones - - -

9 Agiabampo Agua - - -
Estanque 3

10 Agiabampo Agua ++ (7) - +(7)
Estanque 4

11 Agiabampo Agua ++ (8) - =
Estanque 5

12 Agiabampo Agua - ++(9) ++(9)
Estanque 6

13 Bahia de Lobos - ++ (10) -
Agua muestra 1
Total de fagos (10) Sub tot. 8 Sub tot. 3 Sub tot. 2
Porcentajes 80 30 20

- Sin efecto inhibitorio
+ Con efecto inhibitorio
++ Mayor efecto inhibitorio (areas de blanqueamiento inhibitorio con mayor diametro y nitidez).
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111.3 Efecto in vitro de los fagos sobre las bacterias patdgenas: V. parahaemolyticus, V.
harveyi y V. alginolyticus.

Para realizar las pruebas in vitro se utilizaron los fagos que presentaron mayor abundancia
durante los muestreos (fago 3 y fago 9), como se muestra en la figura 2. Dado que al ser mas

abundantes, tienen mayor efecto en contra de las bacterias objetivo.

El fago 3, presentd la inhibicion méas alta en contra de Vibrio parahaemolyticus llegando al
75.08% seguido por el fago 9 con 65.72%. Por otro lado, el fago 3 inhibié en un 29.26% el
crecimiento de Vibrio harveyi, mientras que con el fago 9 registrdé una inhibicion del 64.89%.
El efecto combinado (coctel) de la administracion de los fagos 3 y 9 no mostrd efectividad en
la inhibicién siendo de 20.61% para Vibrio parahaemolyticus; 12.59 para Vibrio harveyiy de

0% para Vibrio alginolyticus (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de las bacterias objetivo al ser aplicados de manera
individual y en coctel.
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

V.1 Determinacion de la presencia de vibridfagos en muestras

La presencia de cierto tipo de fagos puede ser empleada como herramienta para indicar la presencia
y la concentracion de bacterias huésped (bacterias objetivo) en el medio (Havelaar et al.1993,
Health Canada 2004, Payment y Locas, 2011). EI empleo de los fagos como indicadores de
presencia de bacterias objetivo ha sido ampliamente demostrado (Mesquita et al., 2012). Los
resultados obtenidos indican mayor abundancia de fagos especificos para Vibrio parahaemolyticus.
Esto es consistente con los datos estadisticos que distinguen a V. parahaemolyticus como principal
patdgeno portador de vectores de virulencia lisogénica (EMS) (Zorriehzahra et al., 2015). La
técnica utilizada (doble capa de agar) permitié el aislamiento de fagos por lo que puede ser
empleada como herramienta indicadora de la presencia, de las bacterias patdgenas para camaron

blanco Litopenaeus vannamei.

La concentracién de fagos en las muestras refleja la proporcion en la que se encuentra de cada tipo
de bacteria en el medio marino y por lo tanto es un indicador de la probabilidad de la aparicion una
infeccion. Segun los resultados obtenidos, Vibrio parahaemolyticus fue la bacteria mas abundante

durante el periodo de muestreo.

IV.2 Especificidad

La alta vulnerabilidad de Vibrio parahaemolyticus a ser infectado en un 61.5% por los fagos
aislados denota que ésta bacteria patdgena estuvo presente durante el periodo de muestreo y por lo
tanto es consistente con la mayor abundancia de fagos liticos. La alta susceptibilidad ante la
presencia de fagos indica la presencia de un receptor trans-membrana genérico que puede ser
identificado por los virus.
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La baja susceptibilidad de V. harveyi y de V. alginolyticus puede ser indicador de su alta capacidad
de resistir los fagos aislados; o bien también pude deberse a la baja presencia de ambas cepas
durante el periodo de muestreo, lo cual reduce significativamente la presencia de sus fagos
correspondientes. Algunos estudios han descrito a V. alginolyticus como probidtica en bajas
concentraciones, pero patogena en altas concentraciones (Gomez-Gil et al., 2002; Villamil et al.,
2003), esto puede sustentar el argumento de que se trata de la cepa mas resistente debido a su alta

capacidad genética para mutar y mediante éstos mecanismos generar resistencia a los fagos.

IV.3 Vulnerabilidad de las bacterias patégenas a los fagos

La cepa de V. parahaemolyticus fue la mas susceptible a los fagos aislados de todos los puntos de
muestreo, lo cual puede coincidir con su mayor abundancia. Esto puede deberse a que el factor de
virulencia ocasionado por un virion liségeno insertado en el cromosoma bacteriano disminuya la
capacidad de la bacteria a generar resistencia al fago. Este fendmeno indica que cepas las virulentas
de bacterias pudieran ser relativamente mas faciles de tratar con fagos; Labrie et al. (2010) indica
que este Ultimo mecanismo debe sujeto a mayor estudio para corroborar que una cepa infectada

con un fago liségeno pueda ser nuevamente infectada con un fago litico.

IVV.4 Abundancia de fagos de bajo y amplio espectro

La mayor abundancia encontrada de fagos liticos especificos (70 %) para una sola cepa en
comparacion con fagos de amplio espectro (30 %) puede reforzar la teoria anteriormente
mencionada de que la insercion de un gen de virulencia en el cromosoma bacteriano, proveniente
de un virion liségeno puede reducir drasticamente la capacidad de dicha cepa para generar
resistencia al fago, mientras que las bacterias libres de lisogenos tienen mayor capacidad de

resistencia a los fagos. Las cepas infectadas por lisdgenos pueden ver comprometida su capacidad
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de modificacion del receptor trans-membrana OmpV genérico para Vibrio (Matsuzaki et al., 1992),
mientras que las células libres de profagos pueden ser infectadas por una menor proporcion de
fagos al poder generar resistencia. Si las zonas de muestreo tuvieron menor proporcién de células

infectadas por fagos lisgenos, se podrian explicar los porcentajes obtenidos.

IV.5 Vulnerabilidad a fagos administrados individualmente y en coctel

A diferencia de los resultados reportados por Crothers-Stomps et al. (2010 donde indicaba el
aumento del efecto inhibitorio sobre la bacteria al aplicar un coctel de fagos, en la presente
investigacion se encontrd una drastica disminucién de la actividad litica in Vitro y funcionalidad
de los fagos administrados como coctel para inhibir a V. parahaemolyticus. De 75.08% (fago
individual) a 20.61% (coctel). Mientras que para V. alginolyticus se evidencia el mismo fendmeno
ya que al aplicar el fago de forma individual se obtuvo un 64.89% de inhibicion, mientras que la

administracion en coctel no provoco inhibicion.

Esta particularidad no puede ser generalizada ya que en el caso de V. harveyi el efecto inhibitorio
fue nulo al administrar el fago de forma individual, mientras que en la aplicacién del coctel de

fagos la inhibicion fue del 12.59%, aunque este porcentaje es bajo.

A diferencia de lo reportado por Lomeli-Ortega y Martinez-Diaz (2014), en el presente estudio se
encontrd que la especificidad de los fagos para lisar al huésped a través del receptor trans-
membrana apropiado puede verse comprometida en la mayoria de los casos, si los fagos se
administran en forma de coctel. Investigaciones previas indican la viabilidad de aplicacion de
cocteles de fagos para tratar Vibrio generando un porcentaje de inhibicion de 80% a 100% (Nakai
y Park, 2003; Verner-Jeffreys et al., 2007; Castillo et al., 2012; Silva et al., 2014); sin embargo en

éste estudio no se observo éste fendmeno.
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IV.6 Implicaciones del uso de fagos como indicadores de carga bacteriana

Es ampliamente conocido que el aislamiento de fagos serd mas probable en fuentes altamente
contaminadas (Carlson, 2005). El presente estudio es evidencia de éste fendbmeno. La laguna de
Agiabampo fue el punto de muestreo que presentd mayor abundancia de fagos liticos para todas
las cepas estudiadas. Esto puede deberse a la poca recirculacion de agua que tiene este cuerpo de

agua.

En base a lo descrito por Mesquita y colaboradores (2012), se pueden emplear a los fagos como
indicadores; los resultados del presente estudio indican una alta polucion y saturacion de carga
bacteriana patogena en la zona. Cabe destacar que en esta zona se encontraron fagos liticos para
cepas que no fueron susceptibles a ningun fago de los otros puntos de muestreo. En este sentido
Alagappan (2009) indica que la contaminacion en las aguas, la poca recirculacion y la presencia de
gran cantidad de granjas que vierten sus desechos al mar, son caracteristicas indispensables para el
aislamiento de fagos liticos con capacidad terapéutica para tratar cepas patégenas que afectan a la

acuicultura.
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V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1 Conclusiones

La presencia y distribucion de fagos en los puntos de muestreo en el medio marino no es la
misma para todas las especies de bacterias patdgenas.

En el ensayo in vitro, el fago 3 presentd la inhibicibn méas alta en contra de Vibrio
parahaemolyticus llegando al 75.08% seguido por el fago 9 con 65.72%.

El fago 3 inhibid en un 29% el crecimiento de Vibrio harveyi, mientras que el fago 9 mostro
una inhibicion del 64.89%.

El efecto combinado (coctel) de la administracion de los fagos 3 y 9 no mostro alta
efectividad en la inhibicion.

Durante el periodo de muestreo, la costa del sur de Sonora presentd fagos liticos con
potencial terapéutico en contra de bacterias patdgenas de camardn blanco Litopenaeus

vannamei.

V.2 Recomendaciones

Se recomienda:

Si se desea aislar fagos de amplio espectro y alto efecto inhibitorio se deben tomar muestras
de fuentes muy contaminadas, con alta presencia de descargas de granjas de camaron y

poca recirculacion de agua, tales como esteros, lagunas, ensenadas, bahias muy cerradas.
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Realizar evaluacion previa de la funcionalidad de cada fago al ser aplicada como coctel,
para observar si existe alguna interferencia, obstruccion o modificacion en su efecto
inhibitorio de su bacteria objetivo.

Emplear la deteccion de fagos como herramienta indicadora de la calidad del agua,
considerando la presencia y densidad de fagos como dato homdlogo de la carga bacteriana
de cepas objetivo en el agua o el tipo de muestra del cual fueron extraidos.

En el caso de cepas patdgenas con posible funcion probidtica, tal como el caso de V.
alginolyticus se recomienda descartar la fagoterapia como alternativa de tratamiento.
Realizar mayor investigacion en la modificacion de la funcionalidad de los fagos al ser
administrados como coctel.

Realizar estudios in vivo para evaluar la efectividad de los fagos en camarones infectados.
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