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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un patégeno alimentario que representa un riesgo
significativo para la salud publica debido a su capacidad de sobrevivir en condiciones adversas
y formar biopeliculas en superficies. Debido a las biopeliculas resistentes a varios tratamientos,
se ha incentivado la busqueda de fagos liticos para el control de este patdgeno en cadenas de
procesamiento de alimentos. Este estudio tuvo como objetivo aislar fagos liticos contra L.
monocytogenes a partir de fuentes ambientales como aguas residuales, moscas y quesos
artesanales. Se realizaron colectas entomolédgicas y de aguas residuales de los rios Machangara
y Esmeraldas y queso manabita artesanal. Se prepararon en total 16 cocteles con los cuales se
realizo la prueba de la gota para la identificacion de fagos liticos contra varias cepas de Listeria
sp. Los resultados mostraron fagos liticos para E. coli en las muestras de las aguas residuales,
pero no se identificaron fagos liticos para L. monocytogenes con ninguno de los cocteles. Estos
hallazgos sugieren la necesidad de explorar otras fuentes o ajustar la metodologia para aislar

eficazmente fagos contra L. monocytogenes.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, bacteridofagos, salud publica, patogenos alimenticios



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen that represents a significant risk to
public health due to its ability to survive in adverse conditions and form biofilms on surfaces.
Due to biofilms resistant to various treatments, the search for lytic phages for the control of
this pathogen in food processing chains has been encouraged. This study aimed to isolate lytic
phages against L. monocytogenes from environmental sources such as wastewater, flies and
artisanal cheeses. Entomological and wastewater collections were made from the Machangara
and Esmeraldas rivers and artisanal Manabita cheese. A total of 16 cocktails were prepared,
with which the Stop Test was performed to identify lytic phages against various strains of
Listeria sp. The results showed lytic phages for E. coli in the wastewater samples, but no lytic
phages for L. monocytogenes were identified with any of the cocktails. These findings suggest
the need to explore other sources or adjust the methodology to effectively isolate phages against

L. monocytogenes.
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INTRODUCCION

L. monocytogenes como patogeno alimentario y su importancia

En los ultimos anos se han descrito varios brotes de Listeria monocytogenes a nivel
mundial. En Estados Unidos para el 2024 se registraron brotes en helado “soft-serve”,
productos carnicos y avicolas listos para consumir, en queso fresco y en queso cotija (U. S.
Center for Disease and Control Prevention, 2024a, 2024b, 2024c). De igual manera, se
identifico un brote de L. monocytogenes en Canada en productos de leche vegetal de la marca
Silk (Government of Canada, 2024). Listeria monocytogenes es un bacilo largo Gram-positivo
intracelular facultativo perteneciente al género Listeria (Orsi & Wiedmann, 2016). Posee 13
serotipos, de los cuales los mas patdgenos para los humanos son 2 a, 2 b y 4b (Pontello et al.,
2012). Esta bacteria es saprofita, por lo que logra adaptarse a varios nichos ecoldgicos,
encontrandose principalmente en el suelo, lo cual juega un rol crucial en su transmision a
plantas y animales (Lourenco et al., 2022; Vivant et al., 2013).

L. monocytogenes se encuentra tanto en alimentos crudos como procesados, aunque se
asocia con mayor frecuencia con productos listos para consumir (RTE, por sus siglas en inglés),
como quesos, productos lacteos, helado, ensaladas, embutidos, etc. (Jordan & McAuliffe,
2018). Es un microorganismo psicrofilo, es decir, puede prevalecer en ecosistemas con bajas
temperaturas (Sidorenko & Rusakova, 2022), lo que causa que se prolifere en los alimentos
RTE porque la forma de preservacion de estos es comiinmente la refrigeracion (Walker et al.,
1990). Ademas, es dificil eliminar a Listeria monocytogenes en entornos donde se procesan
alimentos, debido a que puede sobrevivir en condiciones comunmente hostiles para otros
patogenos como la desinfeccion, variaciones la actividad de agua, temperatura y el pH (Ferreira

et al., 2014; Jordan et al., 2018).
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La alta supervivencia de L. monocytogenes se la atribuye a la capacidad de formar
biopeliculas, ya que esto le permite contaminar alimentos post tratamiento térmico. Se puede
adherir a varias superficies o materiales como los usados en los equipos para el procesamiento
de los alimentos y persistir en forma de biopelicula durante varios afios (Meretre & Langsrud,
2004). Cuando se encuentra como una biopelicula, se observa resistencia a desinfeccion y
limpieza, ademds, se ha demostrado que L. monocytogenes puede crear biopeliculas a
temperaturas de entre 4 a 12 °C en vidrio y a 4°C en varias superficies como acero inoxidable
(Colagiorgi et al., 2017).

Listeria monocytogenes se ha posicionado como un patégeno de alta preocupacion a
nivel mundial por su capacidad de causar listeriosis. Dependiendo del serotipo y el estado del
sistema inmune del paciente, la listeriosis puede causar sintomatologia grave o leve (Pontello
et al., 2012). La listeriosis es una infeccion relativamente rara, con entre 0.1 a 10 casos por
cada millon de personas al afio (World Health Organization, 2018). La listeriosis causa
sintomatologia grave en recién nacidos, inmunocomprometidos, adultos mayores y
embarazadas (Slutsker et al., 2000), con un porcentaje de mortalidad del 20-30% (World
Health Organization, 2018). Dentro de estos sintomas se encuentra septicemia, meningitis y
encefalitis, aborto y mortinatos (Bergholz et al., 2018; Craig et al., 2019; Mejia et al., 2023).
En Ecuador, los estudios sobre el impacto de Listeria monocytogenes son escasos, ya que la
listeriosis no es una enfermedad de notificacion obligatoria por el Ministerio de Salud Publica.
Aun asi, estudios describen su prevalencia en varios alimentos vendidos en mercados del
Distrito Metropolitano de Quito: queso fresco, ajies, carnicos, embutidos, ensaladas, salsas y

frutas (Chiluisa-Utreras et al., 2017; Espinosa Mata, 2018; Razo Sandoval, 2023).
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Bacteriofagos como alternativa para controlar patégenos

Los bacteriéfagos son virus que invaden a las bacterias y aprovechan su maquinaria
celular para reproducirse. Son las entidades biologicas més numerosas del planeta,
encontrandose en todos los ecosistemas (Sharma et al., 2017). Al necesitar la maquinaria
celular de las bacterias para poder replicarse, se presenta una abundancia de bacteriofagos en
lugares donde existen las bacterias que pueden infectar (Addablah et al., 2021). En la mayoria
de los casos, los bacteriofagos destruyen a la bacteria infectada al causar lisis celular.
Asimismo, los bacteriofagos son altamente especificos, dirigidos a una sola especie bacteriana
o incluso a cepas particulares dentro de una especie (Harper et al., 2011).

La resistencia de las biopeliculas a diferentes tratamientos para desinfeccion son una
preocupacion en la industria alimentaria, por lo que se ha recurrido a los bacteriofagos para su
control. Los fagos son capaces de destruir a la bacteria hospedadora, lo que previene que se
formen biopeliculas. Asimismo, pueden penetrar las biopeliculas ya existentes y eliminar su
estructura (Domingo-Calap & Delgado Martinez, 2018). Uno de los mecanismos que usan los
bacteriofagos para erradicar las biopeliculas es que pueden codificar enzimas como endolisinas
y despolimerasas para romper la barrera de defensa durante las infecciones causadas por la
bacteria hospedadora (Liu et al., 2022). Varios estudios demuestran el uso de bacteriofagos
para combatir la formacion de biopeliculas como el estudio de Doolittle y colegas (1995) donde
el fago T4 contra el género Escherichia logréd eliminar biopeliculas creadas por E. coli (Chang
et al., 2022).

Especificamente para Listeria monocytogenes, se han descrito mas de 500 bacteriofagos
para su control, los cuales han sido aislados de diversas fuentes ambientes como aguas
residuales, suelos, ensilaje y entornos de procesamiento de alimentos (Klumpp & Loessner,
2013). Un ejemplo es el fago A511, el cual se aisld de aguas residuales y tiene la capacidad de

infectar hasta el 95% de las cepas de L. monocytogenes (Pietracha & Misiewicz, 2016). Otro
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ejemplo es el fago ASCF1, aislado de aguas servidas en Lima, Pert que demostré actividad
litica contra L. monocytogenes y otros patdogenos bacterianos (Alegre Quijano, 2019).

Al relacionar a bacterias con lugares con alta contaminacion, los bacteridfagos se
encuentran por consecuencia en estos lugares. Las moscas, orden Diptera, se asocian a lugares
donde hay una alta carga microbiana, por consecuencia, se encuentran expuestas a otros
agentes microbianos relacionados con las bacterias, aunque estudios relacionados sobre la
presencia de bacteridofagos presentes en moscas son limitados (Addablah et al., 2021). En
Ecuador, la contaminacién de rios es una preocupacion para la salubridad del agua que se
provee a sus habitantes: se han registrado varios factores que inciden en la contaminacion de
los rios ecuatorianos, principalmente las constantes descargas de aguas residuales (Baquerizo
Cabrera etal., 2019). Acorde a Vinueza et al (2021), los rios que presentan una mayor
contaminacion bacteriana que supera la legislaciones ecuatorianas de salubridad son Zamora,
Esmeraldas y Machangara. En consecuencia, esto convierte a los rios ecuatorianos en posibles
fuentes de bacteriéfagos por la alta presencia de contaminacion bacteriana.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue aislar fagos liticos contra Listeria
monocytogenes a partir de diferentes fuentes ambientales para apoyar en el control de este

patdgeno altamente peligroso, proponiendo una alternativa para el control de biopeliculas.
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METODOS

Colecta entomologica

Se realizaron ocho colectas en fincas rurales dentro de “Mundo San Rafael”, un
conjunto de fincas, en Bucay, Guayas: tres en la finca J8 (J8) y cinco en una finca que poseia
un establo con cuatro vacas (ES4V); los sitios de muestreo se detallan en el Anexo 1. Para los
muestreos se realizaron trampas con botellones plastico de un galon utilizando como guia el
protocolo de Needham & Roberts (2024). En la parte posterior de la botella se afiadi6 la carnada
(camarones en descomposicion, fruta, cerveza con azlcar y jugo de naranja), detallada en el
Anexo 1. Se retir6 la tapa de la botella, luego se volted la parte superior de la botella
previamente cortada y se la deslizé hacia el fondo de la botella, formando un embudo. Para
colgar las trampas se realizan dos agujeros con un cuchillo en la parte superior de la botella y
después se pasd soga por los agujeros. Se asegur6 la soga y el embudo con cinta Masking.
Después del muestreo se guardaron las moscas en frascos estériles y se las almacend en
refrigeracion a -4°C. Finalmente, se identificaron taxondmicamente las moscas colectadas
mediante un estereomicroscopio, hasta la categoria de familia, en el laboratorio de
Parasitologia de la Universidad San Francisco de Quito. Los detalles se presentan en el Anexo

2.

Muestras de rios

Se utilizaron muestras previamente colectadas de dos rios ecuatorianos: rio Machdngara
ubicado en el Distrito Metropolitano de Quito el 17 de agosto de 2024 (M) y de dos puntos del
rio Esmeraldas ubicado en Esmeraldas (E001 y E004) en septiembre del 2024; especificaciones

de los sitios de colecta se encuentran en el Anexo 3.
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Cepas bacterianas

Se utilizaron 12 cepas bacterianas para evaluar la capacidad litica de los 13 cocteles
preparados, las cuales se describen en la Tabla 1. Las cepas se almacenaron en tubos de medio
TSA (1.5% agar 'y 0.2% MgSOQ4) pico de flauta en refrigeracion a 4°C. Se revivid cada cepa en
cajas Petri con medio de cultivo TSA con la técnica de estriado y se incubaron por 24 horas a

37°C.

Tabla 1. Listado de cepas bacterianas usadas en el estudio

Especie Cepa Serotipo Origen

Listeria LIS 505 4b Tomate

monocytogenes

Listeria LIS 104 1/2b Liquido de cebolla,

monocytogenes tomate, hierbas 'y
limén

Listeria LIS 244 1/2a Aji

monocytogenes

Listeria LIS 291 4b Mayonesa

monocytogenes

Listeria LIS 366 1/2¢ Aji

monocytogenes

Listeria LIS 862 1/2a Aji

monocytogenes

Listeria LIS helado *N/A helado

monocytogenes

Listeria LIS ATCC 4b *N/A

monocytogenes

Listeria innocua LIS 130 *N/A Tomate y cebolla

Listeria innocua LIS 681 *N/A Ensalada de tomate y
cebolla

Listeria seeligeri LIS 113 *N/A Liquido de tomate y
cebolla

Escherichia coli ATCC 25922 *N/A *N/A

*No aplica
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Descripcion: Cepas usadas en este estudio con su codigo, el serotipo de la cepa en el caso de

L. monocytogenes y la matriz alimenticia de donde se la obtuvo.

Aislamiento de fagos a partir de moscas

A partir de la identificacion taxonomica hasta la clasificacion de Familia de las moscas
capturadas, se procedi6 a hacer cuatro ensayos; detallados en la Tabla 2. Para el aislamiento de
fagos se sigui6 el protocolo de Brown & Smith (2016). Primeramente, se prepararon los medios
Phage Growth Medium y Phage Lysing Medium (Anexo 4). Para esto se tom¢ un aproximado
de 20 individuos y se los triturd con un mortero previamente esterilizado, después se agrego a
50 mL de Phage Growth Medium en un frasco estéril y se incubd la solucioén a 37°C por 42
horas. Luego de la primera incubacion, se afiadié 50 mL de Phage Lysing Medium y se incub6
por segunda vez al ensayo por 6 horas a 37°C con agitacion (100 rpm). Posteriormente, se
centrifugo la solucion por 45 minutos en tubos de Falcon de 50 mL a 4400 rpm, se recuper? el
sobrenadante y se eliminé el sedimento. Por ultimo, se filtr6 el sobrenadante a través de una
membrana de 0.45 um en condiciones estériles. Se almacenaron los cuatro cocteles en frascos

estériles a 4°C.

Tabla 2. Ensayos para el aislamiento de fagos a partir de las moscas

Ensayo Individuos por familia | Individuos totales
3 Muscidae
1 Tabanidae
ES4V 22
1 Tachinidae
17 Calliphoridae
J8001 24 Calliphoridae 24
7 Calliphoridae
J8002 13
6 Nemestrinidae
J8003 22 Calliphoridae 22
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Descripcion: Division de las moscas después de ser clasificadas taxondmicamente hasta

familia para la elaboracion de cuatro cocteles.

Aislamiento de fagos a partir de aguas de rios

Para el aislamiento de fagos a partir de aguas residuales de rios, se us6 como guia el
protocolo descrito por Van Twest & Kropinski (2009). En total se realizaron 10 ensayos.
Inicialmente se preparé medio BHI (Brain Heart Infusion) 5X y DSPB (Deca Strenght Phage
Broth) (Anexo 5). Se enriquecieron las bacterias en 5 mL de caldo de enriquecimiento (TSB o
BHI) por 6 horas y se afiadi6 el agua del rio. Luego se afiadié medio de enriquecimiento (BHI
o DSPB) y se incub6 la solucion por 24 horas a 37°C. Luego, se centrifugd el coctel a 4400
rpm por 45 minutos y se filtrd el sobrenadante a través de una membrana de 0.45 um. Los

cocteles filtrados fueron almacenados en frascos estériles a 4°C.

Para los dos primeros cocteles con agua del rio Machdngara se utilizaron seis cepas de
Listeria monocytogenes, una cepa de L. seeligeri'y dos cepas de L. innocua, 45 mL de agua sin
filtrar, 10 mL de BHI 5X para el primer coctel (MSF001) y 10 mL de DSPB 50X para el
segundo coctel (MSF002). Por otra parte, los primeros dos ensayos con el rio Esmeraldas
incluyeron las mismas cepas bacterianas, 45 mL de agua filtrada del rio y 10 mL de DSPB 10X
(E00145 y E00445). Los siguientes ensayos con el rio Esmeraldas usaron un total de 5 mL de

la cepa LIS ATCC, 45 mL del agua filtrada de los dos puntos y 10 mL de DSPB 10X.

Para el siguiente ensayo con Machangara se afiadid una nueva cepa de Listeria
monocytogenes, LIS helado. Para los ultimos tres cocteles (MF002, EOO1ATCC, EO04ATCC),
se cambid la temperatura de la incubacion a 30°C y solo se us6 la cepa de Listeria
monocytogenes ATCC. El contenido del coctel MF002 fue 45 mL de agua filtrada, 5 mL de

bacteriay 10 mL de BHI 5X. Los cocteles EOOIATCC y EO04ATCC usaron la misma cantidad
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de bacteriay 8 mL de BHI 5X, pero el agua presentd unos cambios: en EOO1ATCC se utilizaron

15 mL del agua filtrada y en EOO4ATCC 17 ml.

Aislamiento de fagos a partir de un alimento

La muestra de queso manabita fue adquirida cerca del Mercado de Cumbaya,
descripcion del sitio de colecta se encuentra en el Anexo 6. El proceso descrito a continuacion
se realiz6 por duplicado. En una funda hermética se pesaron 50 g del queso, se le afiadio 150
mL de agua estéril, se homogeniz6 la solucion y se dejo reposar la mezcla por 4 horas a 4°C.
Luego del tiempo de refrigeracion, para el ensayo Q001, se midieron 25 mL de la dilucion del
queso con una probeta, 35 mL de bacteria previamente enriquecida por 6 horas a 30°C en caldo
BHI, correspondientes a las siete cepas de Listeria monocytogenes aisladas de alimentos y 20
mL de BHI 5X. El contenido del ensayo Q002 fueron 25 mL de la dilucién del queso, 5 mL de
bacteria LIS ATCC previamente enriquecida por 6 horas a 30°C en caldo BHI y 10 mL de BHI
5X. Se incubaron las soluciones a 30°C por 24 horas con agitacién (100 rpm). Después se
centrifugaron las soluciones en tubos Falcon estériles de 50 ml a 4500 rpm por una hora y
media y se filtraron en condiciones estériles con una membrana de 0.45 um. Los cocteles

filtrados fueron almacenados en frascos estériles a 4°C.

Identificacion de presencia de fagos liticos

Se realizd el Spot Test de los 16 cocteles previamente elaborados con las 12 cepas
bacterianas. Primero se inocularon las bacterias en 5 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) y
se incubaron por 18 horas. Después de la incubacion se homogenizaron los tubos con un vortex
y luego se agregd 300 pl de cada cultivo bacteriano a un tubo con 5 ml de medio semisdlido
(0.9% agar y 0.2% MgSOQs), conservado a 55°C para evitar su solidificacion. Se homogeniz6
con un vortex y se vertid el semisdlido en el centro de una caja Petri con medio sé6lido TSA

(1.5% agar y 0.2% MgSO,), realizando movimientos giratorios para que se cubra por completo
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la caja. Se esperé de 3 a 4 minutos a que se solidifique el semisolido. Después de la
solidificacion del semisoélido, se agregd 10 pl de cada uno de los 16 cocteles en posiciones
previamente marcadas. Se dejo reposar la caja Petri por una hora para que las gotas se absorban
por completo y se las incub6 durante la noche a 37°C. Para confirmar la presencia de fagos

liticos se observaron las calvas formadas por los bacteriéfagos liticos presentes en los cocteles.
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RESULTADOS

No se obtuvo fagos liticos para Listeria spp. para los 16 cocteles provenientes de
diferentes muestras: aguas residuales de los rios Machdngara y Esmeraldas, moscas y queso
manabita. En contraste, si se obtuvo fagos liticos para E. coli ATCC 25922 de los cocteles

provenientes del rio Machéangara.
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DISCUSION

No se lograron aislar fagos liticos para Listeria monocytogenes y otras especies. En
aguas residuales probablemente porque L. monocytogenes no es un microorganismo dominante
en las muestras de rios que tenian elevados niveles de E. coli (Campaiia et al., 2017). Durante
el enriquecimiento de la muestra, se enriquecieron a los coliformes que acompafiaban a L.
monocytogenes y consecuentemente, como esta bacteria es una mala competidora, fue
eliminada de la muestra y no se pudo aislar fagos liticos (Weis & Seeliger, 1975). Sin embargo,
tampoco se aislaron fagos liticos en aguas residuales filtradas lo que descarta que L.
monocytogenes haya tenido problemas en crecer en competencia con otros microorganismos
presentes.

En este estudio fue posible aislar fagos liticos en dipteros colectados en establos, a pesar
de que en 1927 ya se report6 la presencia de bacteriéfagos en Musca domestica (Shope, 1927)
y algunos estudios han investigado el microbioma de M. domestica recolectada en areas rurales
y urbanas. Estos andlisis han identificado bacterias que, aunque no afectan el desarrollo del
insecto, pueden ser patogenas para humanos y animales (Junqueira et al., 2017). Atn, asi cabe
recalcar que en estudios previos se ha logrado la identificacion de fagos liticos a partir de
moscas, aunque estos fueron para especies bacterianas relacionadas a entornos fecales como
E. coliy Salmonella sp. (Ortega Hidrobo, 2024; Shope, 1927). No se logro aislar fagos a partir
de una muestra de queso manabita pesa a que existen varios reportes de la presencia de
bacteriéfagos en quesos artesanales; sin embargo, también se conoce que los fagos menos
abundantes afectan a bacterias de los géneros Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus,
Bacillus, Staphylococcus y Listeria (Queiroz et al., 2022).

Por otro lado, la literatura demuestra que la mayoria de los bacteriéfagos encontrados

que actuan contra Listeria monocytogenes son temperados o lisogénicos, es decir, no causan la
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lisis celular de la bacteria hospedadora (Carlton etal., 2005). Estos fagos lisogénicos
pertenecen a la familia Siphoviridae y se han descrito algunos de la familia Myoviridae
(Klumpp & Loessner, 2013; Loessner, 1991; Loessner et al., 2008; Loessner & Busse, 1990).
Consecuentemente, una posible explicacion es que los fagos presentes en las muestras fueron
lisogénicos.

En este estudio se emplearon un total de ocho cepas de Listeria monocytogenes. Al
revisar estudios previos donde se logré aislar exitosamente fagos liticos contra esta bacteria el
nimero de cepas usadas fue mayor: Stone et al. (2020) realizaron su estudio con 15 cepas de
L. monocytogenes; Scattolini y colegas (2021) con 21 cepas, Li et al. (2022) con 50 cepas, y
Byun et al. (2022) y Elsayed y colegas (2023) con 22 cepas. Al tener en cuenta que los fagos
descritos para el género Listeria presentan un rango estrecho de hospedadores, la cantidad de
cepas pudo haber limitado su aislamiento (Carlton et al., 2005).

Otro factor que pudo haber influido en los resultados obtenidos es la presencia de
profagos en las cepas bacterianas utilizadas. Un profago es el estado del ADN de un
bacteridéfago cuando se encuentra dentro del genoma de la bacteria hospedadora durante el ciclo
lisogénico (Lima-Mendez et al., 2007). Se ha descrito la presencia de profagos cripticos o
intactos en los genomas de varias especies de Listeria. Ejemplos de profagos descritos son el
fago PSA en la cepa de Listeria monocytogenes ScottA y el fago A118 en la cepa WSLC 1118
(Klumpp & Loessner, 2013). Al encontrarse profagos dentro del genoma de las bacterias puede
provocarse el fendmeno denominado inmunidad a la superinfeccion. Esto se refiere a un
mecanismo en el cual un profago que reside en una célula bacteriana causa que se impida
infecciones por fagos liticos, mediante la produccion de proteinas que bloquean la replicacion
o entrada de otros fagos (Patel & Maxwell, 2023).

Aun asi, es importante enfatizar que se ha logrado encontrar fagos liticos que actiien

eficientemente contra cepas de Listeria monocytogenes, a partir de los cuales se ha logrado
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elaborar dos cocteles comerciales para el manejo de biopeliculas de L. monocytogenes:
PhageGuard Listex™ y ListShield™. El coctel PhageGuard Listex™ esta compuesto del fago
P100, el cual fue aislado de una muestra de efluente de aguas residuales tomada de una planta
lechera ubicada en el sur de Alemania (Fister et al., 2016). P100 representa a uno de los pocos
fagos virulentos liticos estrictos conocidos para el género Listeria que presenta un rango de
hospedadores amplio (Carlton et al., 2005). En cambio, el coctel ListShield™ comprende una
combinacion de seis fagos liticos (LIST-36, LMSP-25, LMTA-34, LMTA-57, LMTA-94 y
LMTA-148), efectivos contra mas de 170 cepas de Listeria monocytogenes y es el primer
coctel aprobado por la FDA para el control de esta bacteria en productos carnicos y avicolas

listos para consumir (Endersen et al., 2014; Intralytix, 2006; Kawacka et al., 2020).
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CONCLUSIONES

En conclusion, las fuentes ambientales donde se buscaron fagos liticos contra Listeria
monocytogenes en este estudio no fueron las adecuadas. Por lo tanto, al no haber encontrado
fagos liticos para ninguna de las especies de Listeria; L. monocytogenes, L. seeligeri y L.

innocua; se confirma que estas tres especies comparten el mismo entorno y son ambientales.

Para investigar a futuro se recomienda buscar en otras fuentes ambientales como
ensilaje y aguas de desecho de industrias lacteas o plantas lecheras, ya que al muestrear aguas
residuales de rios hay un efecto de dilucion y se pierde la concentracion de los fagos contra

Listeria monocytogenes.
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ANEXO 1. SITIOS DE MUESTREO Y CARNADAS UTILIZADAS EN LA
COLECTA ENTOMOLOGICA EN BUCAY, GUAYAS

Codigo de la
Sitio de colecta Coordenadas Carnada usada
muestra
2°10'53"S 79°13"24"W Camarones J8001
Cerveza con
Finca J8 2°10'53"S 79°13'16"W J8002
azucar
2°10'49"S 79°13'23"W Camarones J8003
2°10'30.9"S 79°13'43.5"W Camarones ES4V001
2°10'32.0"S 79°13'40.7"W Camarones ES4V002
Guineo
2°10'32.7"S 79°13'41.1"W ES4V003
Finca con establo fermentado
con cuatro vacas Cerveza con
2°10'32.1"S 79°13'40.3"W ES4V004
azucar
Naranja
2°10'32.6"S 79°13'39.7"W ES4V005

fermentada
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ANEXO 2. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS MOSCAS COLECTADAS.

Sitio de colecta Familia Individuos
Calliphoridae 51
Finca J8

Nemestrinidae 6
Calliphoridae 17

Finca con establo con cuatro Muscidae 3
vacas Tabanidae 1
Tachinidae 1




ANEXO 3. SITIOS DE COLECTA DE AGUAS RESIDUALES.
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Ubicacion Coordenadas Codigo de la muestra
0°55'19.2"N 79°39'46.7"W E001
Rio Esmeraldas
0°57'31.0"N 79°39'01.9"W E004
Rio Machéngara 0°15'03.6"S 78°31'28.2"W M1708




ANEXO 4. COMPOSICION DEL PHAGE GROWTH MEDIUM Y EL PHAGE

LYSING MEDIUM
Phage Growth Medium
Reactivo Cantidad
KH2PO4 1.5 g/L
Na;HPO, 3.0 g/L
NH4C1 1.0 g/L
MgSOs4 x TH,0 0.2 g/L
Peptona 0.01 g/L
Glicerol 10 g/L
Caseina hidrolizada 5¢g/L
Gelatina 0.02 g/L
Tween-80 0.2 g/L
Phage Lysing Medium
Phage Growth Medium 1L
NaCN 1.0 g/lL
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ANEXO 5. COMPOSICION DEL MEDIO DSPB

Deca Strenght Phage Broth
Peptona 100 g
Extracto de levadura S0g
NaCl 25¢g
K>2HPO4 80 g
dH.0 1L




ANEXO 6: SITIO DE COLECTA DEL QUESO MANABA
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Ubicacién

Coordenadas

Codigo de la muestra

Cumbaya

0°12'5"S 78°25'59"W

Q




