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Capitulo |

Control de calidad
microbiologico de
bioplaguicidas a base de
agentes de control biolégico

Adriana Marcela Santos Diaz

En el proceso de produccién de bioplaguicidas, el
control de calidad microbioldgico constituye un
factor clave porque permite garantizar y predecir
la eficiencia del producto en condiciones de campo
(Miranda-Hernandez et al., 2016). Dicho analisis
microbioldgico consiste en la evaluacion rigurosa
durante cada etapa del proceso de produccion y en el
producto terminado. El objetivo principal es moni-
torear y evitar los problemas de contaminacién y
garantizar la calidad del principio activo de la formu-
lacién. Sin embargo, la mayoria de las metodologias
microbioldgicas que son utilizadas en el proceso de
control de calidad de bioplaguicidas son el resultado
de procesos de investigacion y, por esta razon, no se
cuenta con metodologias estandarizadas para este
tipo de productos (Diaz et al., 2018). El alcance de
las técnicas y los procedimientos a aplicar depende
del ingrediente activo del bioproducto. Asimismo,
su adecuada seleccion, implementacion y analisis es
responsabilidad del productor (Ravensberg, 2011).

A continuacién se describen las metodologias de

control de calidad microbiologico mas utilizadas. Se
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hard énfasis, principalmente, en técnicas analiticas para establecer los parametros
de calidad en la produccién y en el producto terminado de bioplaguicidas a base
de hongos, bacterias y virus de interés comercial. De acuerdo con lo anterior, este
capitulo esta dividido en las siguientes secciones: identificacion del agente de control
biolégico, cuantificacion del principio activo, viabilidad del principio activo y conte-
nido de contaminantes. En cada una de dichas secciones se profundiza en la meto-
dologia y se hacen las recomendaciones pertinentes de acuerdo con el tipo de agente
de control biologico a evaluar.

En general, los parametros de calidad microbioldgica para bioplaguicidas produ-
cidos a base de hongos, bacterias y virus son similares, pues se enfocan, princi-
palmente, en la identificacion, cuantificacion y viabilidad del principio activo y en
la determinacién del contenido de contaminantes. Sin embargo, existen aspectos
particulares que requieren mas atencién que otros, los cuales dependen del sistema
de produccion o fermentacion, de las caracteristicas propias del principio activo y del
tipo de formulacion a utilizar (Burges, 1998; Ibrahim et al., 2015).

Identificacion del agente de control biolégico

El agente de control biologico utilizado debe ser caracterizado de forma macros-
copica, microscopica y metabolica, ademas de ser identificado por medio de herra-
mientas moleculares. De esta manera, se asegura que el agente utilizado sea el mismo
para todo el proceso de produccion (Diaz et al., 2018). Generalmente, esta identifi-
cacion se realiza desde el proceso de seleccion del agente de control bioldgico y no
como parte del procedimiento de control de calidad de cada lote.

Debido a su asequibilidad y a la facilidad de realizacién, actualmente, la primera
aproximacién a la identificacion de microorganismos se realiza por medio de
métodos convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas (Bou et al., 2011).
Esta identificacion fenotipica se basa en la caracterizacion morfoldgica, bioquimica
y del crecimiento en condiciones diferenciales de temperatura, pH o atmosferas. Sin
embargo, existen numerosos sistemas bioquimicos (multipruebas) que garantizan
una mayor rapidez en la identificacién de algunos microorganismos como bacte-
rias u hongos. Con el fin de garantizar el resultado, todos los sistemas bioquimicos
exigen unas condiciones muy precisas de concentracién del indculo, inoculacién,
incubacion y lectura (Bou et al., 2011).
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Todos los agentes de control biolégico se pueden identificar con base en secuen-
cias de ADN mediante técnicas moleculares. Sin embargo, esta informacion debe ser
contrastada con informacién morfoldgica, bioquimica e imagenes macroscépicas y
microscépicas (Cotes et al., 2018).

Una vez seleccionado e identificado el agente de control bioldgico, se debe asegurar
la estabilidad genética, fisioldgica y, especialmente, su actividad biolégica durante
largos periodos de tiempo. Lo anterior se realiza a través de la conservacion del
microorganismo (crioconservacion o liofilizacién) y la generacién de un banco de
trabajo a partir del cual siempre se debe iniciar el proceso de produccion del biopla-
guicida. Ravensberg (2011) recomienda que cada vez que se utilice un nuevo vial
del banco de trabajo, se identifique otra vez el agente de control bioldgico. Es enten-
dible que durante el proceso de control de calidad rutinario no sea posible realizar
esta identificacidn, no obstante, es necesario contar con un sistema de identificacidon
de variaciones fenotipicas (fotografias o caracterizacion bioquimica) que permita
generar alertas en la produccion del principio activo con el fin de asegurar que el
agente de control bioldgico utilizado mantenga las caracteristicas por las cuales fue
seleccionado (Diaz et al., 2018; Ravensberg, 2011).

Cuantificacion del principio activo

La concentracion es la cantidad del agente biocontrolador existente en un producto
formulado. Generalmente, es un parametro utilizado como referencia en el proceso
de fermentacion y formulacion, ya que permite garantizar la cantidad adecuada del
ingrediente activo en el producto final. Ademas, esta informacion es fundamental
para la aplicacion del producto en campo, razén por la cual debe especificarse en la
etiqueta (Diaz et al., 2018).

Las metodologias de cuantificaciéon del principio activo dependeran del agente
biocontrolador. Ademas, este parametro no garantiza ni refleja la viabilidad ni la
virulencia del principio activo. Por esta razon, la implementacion de esta meto-
dologia se realiza de manera paralela a la ejecucion de metodologias en las cuales
se evalue la viabilidad o efectividad del agente biocontrolador (Glare et al., 2016).
Dentro de las mas utilizadas se destacan las metodologias clasicas de enumeracion
de microorganismos, tales como el recuento en placa y aquellas basadas en el uso
de hemocitémetro. Las metodologias mencionadas tienen la ventaja de ser rapidas y
econdmicas para ser implementadas en un programa de control de calidad. Aunque
a la fecha los métodos de cuantificacion basados en herramientas moleculares no
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son ampliamente utilizados, son mads precisos para cierto tipo de agentes de control
biolégico como, por ejemplo, los virus entomopatdgenos (Inglis et al., 2012).

Dentro de las metodologias de control de calidad mas utilizadas para los productos
terminados se destacan los métodos directos y los métodos indirectos. Por ejemplo,
para la enumeracion de esporas fingicas a partir de insectos, sustratos de produc-
cion, hojas o suelo se puede utilizar el método directo de recuento en hemocitometro
o el método indirecto de turbidez o recuento en placa (Inglis et al., 2012). A conti-
nuacion, se explicaran las particularidades de las metodologias mas utilizadas en el
control de calidad de bioplaguicidas.

Recuento en hemocitometro (camara de Neubauer)

Un hemocitémetro o camara de Neubauer es un portaobjetos disenado especialmente
para realizar el recuento de células mediante el microscopio. Es una técnica rapida
y econdmica que permite cuantificar el principio activo por unidad de volumen o
peso. Dentro de las dificultades para el recuento en cdmara de Neubauer se destaca
la obtencidn de una alta reproducibilidad, lo que influye en la seleccion correcta del
tamano de la muestra, la dilucién adecuada, la seleccion de la camara de recuento, el
aumento del microscopio e, incluso, el llenado de la cimara (Sharga & Feketa, 2018).

El hemocitémetro es utilizado en la cuantificacion del principio activo de biopla-
guicidas a base de hongos (mohos y levaduras) y virus. En el caso de suspen-
siones fungicas, es posible cuantificar conidios, blastosporas o partes miceliales
(Ravensberg, 2011); sin embargo, no es posible distinguir las células viables de las
no viables. Para las suspensiones a base de virus, los cuerpos de inclusion (c1) que
tienen un alto grado de refraccién son cuantificables en microscopios de campo
brillante mediante la cdmara de Neubauer (alfabaculovirus, cypovirus y entomo-
poxvirus). Los betabaculovirus son mucho mas pequefios (de 0,15 mm a 0,5 mm)
y, por lo tanto, mas dificiles de cuantificar; sin embargo el conteo se puede realizar
utilizando un hemocitémetro con una profundidad de cdmara mas pequefa, como
una camara de recuento Petroffe-Hausser de 0,02 mm de profundidad. En este caso,
el recuento se debe realizar bajo contraste de fases e iluminacién de campo oscuro
(Eberle et al., 2012).

En términos generales, la cdmara de Neubauer es una placa de vidrio gruesa del
tamafo de un portaobjetos de vidrio (30 mm x 70 mm x 4 mm), dividida en tres
secciones. La seccion media, a su vez, cuenta con un rayado fino que forma una
cuadricula de 3 mm x 3 mm y es identificable facilmente con el microscopio. Ademas,
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esta seccion esta exactamente 0,1 mm de distancia mas abajo que las secciones
laterales, lo cual establece un volumen fijo una vez colocado el cubreobjetos espe-
cial (generalmente de cuarzo) (figura 1.1). El cuadrante de 3 mm? se divide en 9
cuadrados grandes, cada uno con un drea de 1 mm?. El cuadrante central (obser-
vable con el objetivo 10x), se divide en 25 cuadrantes medianos con lineas dobles
o triples. Asimismo, cada uno de estos 25 cuadrantes se divide en 16 cuadrantes
pequeiios con lineas simples, de modo que cada uno de los cuadrados mas pequefios
tiene un drea de 1/400 mm? (figura 1.1) (Eberle et al., 2012).

En general, el procedimiento para la cuantificacion del principio activo consiste en
preparar la muestra, preparar la cimara de Neubauer, introducir la muestra en la
camara de Neubauer, hacer el recuento del principio activo y calcular su cantidad
por area y volumen mediante el factor de correccion de la cdmara.

a. Preparacion de la muestra: dependiendo del tipo de muestra, se debe preparar
una dilucién a una concentracion adecuada para el recuento. Generalmente,
el rango de concentracién para un recuento utilizando la camara Neubauer
estd entre 250.000 células/ml y 2.5 millones de células/ml. Si la muestra no se
encuentra diluida de manera correcta, es posible que la cuantificacion se difi-
culte y se generen errores en el resultado. En cambio, si la muestra estd muy
diluida, el tamafo de la muestra no sera suficiente para realizar el recuento y
generar confianza en la concentracion de la suspension original. Se recomienda
utilizar diluciones en base 10 (Inglis et al., 2012).

b. Preparacion de la caimara de Neubauer: para preparar la camara de Neubauer
es necesario limpiar la cdmara y el cubreobjetos con etanol al 70 %, pues deben
estar libres de polvo y suciedad. Adicionalmente, hay que colocar el cubreobjetos
(de cuarzo) en el drea central de la cimara Neubauer. Se debe utilizar una super-
ficie plana para colocar la camara, la cual debe ser estar nivelada con respecto al
suelo (Eberle et al., 2012).

c. Introduccion dela muestra en la cimara de Neubauer: de la dilucion o suspen-
sion seleccionada se deben tomar 10 ul con una micropipeta. Posteriormente,
se debe colocar la punta de la micropipeta contra el borde del cubreobjetos y
expulsar lentamente el liquido hasta que la camara de Neubauer esté llena. La
accion capilar ayudara a asegurar que la cdmara se llene de manera homogénea
y sin exceso (figura 1.2).
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005 mm

Figura 1.1. Secciones de la cimara de Neubauer y dimensiones de la cuadricula del
hemocitometro. La letra "A" corresponde a la cuadricula de un 1 mm? utilizada para
el recuento de agentes de control bioldgico.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 1.2. Introduccion de la muestra (volumen de 10 ul) en la cimara de Neubauer.

Fuente: Elaboracién propia
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Antes de realizar el recuento, la suspension se debe estabilizar en los cuadrantes
a contar, para lo cual hay que esperar de 3 a 5 minutos, aproximadamente.
Cuando la dilucién contiene como base algun tipo de aceite, se recomienda un
mayor tiempo de sedimentacién, ademas de verificar que el aceite no infiltre
de manera excesiva la cdmara de recuento, ya que el cubreobjetos se puede
levantar y aumentar el volumen de la camara y, por lo tanto, se puede sobre-
estimar la concentracion. Cuando se usa agua como base de la suspension, se
debe garantizar que esta no se evapore antes de realizar el recuento (Inglis et
al., 2012). En caso de que aparezcan burbujas o el cubreobjetos se haya movido,
es necesario repetir la operacion.

Recuento del principio activo: para hacer el recuento del principio activo
es necesario colocar la camara de Neubauer en la platina del microscopio.
Posteriormente, hay que enfocar el patrén de la cuadricula utilizando el obje-
tivo 10x. Para contar conidios, blastosporas, células (suspensiones flingicas) o
cuerpos de inclusion (suspensiones virales) se debe utilizar el objetivo 40x y
ajustar la luz del microscopio para obtener definicién y nitidez en la imagen.
Se recomienda realizar el recuento de forma organizada por cuadrante (figura
1.3a). Los valores 6ptimos por cuadrante deben ser minimo 10 y maximo 100;
los valores por fuera de este rango generan una baja precision en el resultado
final (Bioscience, 2018).

I
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L :
O
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Figura 1.3. Instrucciones de lectura de la cdmara de Neubauer. a. Secuencia correcta para

realizar el recuento en un cuadrante de la cimara de Neubauer; b. Criterio para realizar el
recuento de principio activo en los cuadrantes internos de la cdmara de Neubauer. Color
negro se puede cuantificar y color gris no se puede cuantificar.

Fuente: Elaboracion propia
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Para evitar el doble conteo, el criterio es no contabilizar las estructuras (principio
activo) que tocan las lineas inferior y derecha que limitan el cuadrado (figura 1.3b).
Para el caso de conidios en proceso de germinacion o células de levaduras en gema-
cién que tienen la mitad del tamafo de la célula matriz, estas deben contabilizarse. Se
ha establecido que existe uniformidad en el recuento cuando la desviacion estandar
(s) estd del 10 % al 15 % de la media (Inglis et al., 2012).

e. Calculo del principio activo por area y volumen: para obtener una estima-
cion de la cantidad de principio activo por mililitro de la suspension original, el
promedio del recuento obtenido en cada cuadrante se multiplica por el factor de
conversion de volumen; estos factores de correccion dependeran de la cuadri-
cula en la cual se realizé el recuento (ecuacion 1.1).

Principio activo _ Promedio derecuento de principio activo* factor dedilucién*1 0’

ml delamuestra Area (mm2 ) * profundidad dela camara (mm)

Ecuacion 1.1. Ecuacion para el calculo de principio activo utilizando la cimara de Neubauer.
El drea y la profundidad dependeran del cuadrante seleccionado para realizar el recuento.

El factor de dilucién utilizado en la férmula esta determinado por la dilucién de la
muestra utilizada en el recuento. La profundidad utilizada en la férmula es siempre
0,1 mm. La superficie del area correspondera al area del cuadrante utilizado en el
recuento. El factor del cuadrante principal de la cdmara de Neubauer (figura 1.1)
corresponde a 0,02 cm x 0,02 cm x 0,01 cm = 4,0 x 10°°. Para los cuadrantes laterales,
el factor de la camara corresponde a 1,0 x 10* (Eberle et al., 2012, Inglis et al., 2012).

Caso de estudio |

Una muestra de un bioplaguicida a base de Trichoderma spp. fue reconstituida en
solucion de Tween 80 al 0,1 %. A partir de la dilucién 10 se obtuvo un recuento
total de 230 conidios. El recuento se realizé en los cuadrantes laterales empleando 4
cuadros por cuadrante, para un total de 16 (ecuacion 1.2).

conidios _ Recuento obtenido

=— * factor dedilucion* factor dela camara
ml Nuimero de cuadros contados

Ecuacion 1.2. Ecuacion para el calculo de conidios de Trichoderma
spp. utilizando la cdmara de Neubauer.
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Con base en los datos se hace el reemplazo, tal como se muestra en la ecuacion 1.3:

230
conidios _ ?Xlo x10 conidios

= =2,30x10"
ml (0,25%0,25)x0,1 ml

Ecuacion 1.3. Recuento de conidios de Trichoderma spp. utilizando la cimara de Neubauer.

Los datos presentan una distribucion normal, por lo tanto, la media y el error de la
muestra pueden ser utilizados para calcular los intervalos de confianza. Es impor-
tante tener en cuenta que el principio activo que se esté cuantificando mediante la
camara de Neubauer no debe presentar agregados, de manera tal que el recuento siga
una distribucion de Poisson y el error estandar de la media sea igual a lo descrito en
la ecuacion 1.4:

Donde: X = Numero de principio activo cuantificado por cuadrante

N = nuimero de cuadrante contados

Ecuacion 1.4. Ecuacion para el calculo de la desviacion estdndar en
recuentos de principio activo utilizando la cdmara de Neubauer.

La precision de la estimacion dependera del nimero de principio activo cuantifi-
cado. Siempre que el nimero sea superior a 50, se pueden calcular los limites de
conflanza con una distribuciéon normal de 0,975 y en un cuartil de 1,96.

Para el caso de estudio I, correspondera la ecuacion 1.5:

x=20 14374
16

SD=1/% =0,947

Ecuacion 1.5. Célculo de la desviacion estandar para el recuento
de conidios de Trichoderma spp. (caso de estudio I).
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Como el nimero de conidios contados es mayor que 50 (caso de estudio I) y se asume
que los resultados presentan una distribucion normal, los limites de confianza (95 %)
del recuento medio correspondera a lo descrito en la ecuacion 1.6):

0,9747
cuadrante
1,910

Limites de confianza (95 %) =14,374+1,96x

Limites deconfianza(95 %) =14,374 £

Limites de confianza(95 %)=14,374%0,11

Ecuacion 1.6. Cdlculo de los limites de confianza al 95% para el recuento
de conidios de Trichoderma spp. (Caso de estudio I).

A partir de esto, se puede calcular el recuento de conidios de Trichoderma spp. con
sus respectivos limites de confianza (95 %) (ecuacion 1.7).

Limites deconfianzaal 95 % =2,30x10° x(100x0,11x1x10°) =

8 . 7.
_ 2’30il,10x10 conidios
ml

Ecuacion 1.7. Recuento de conidios de Trichoderma spp. con
limites de confianza al 95 % (caso de estudio I).

La metodologia de recuento en camara de Neubauer se recomienda para productos a
base de hongos (mohos y levaduras) y virus, sin embargo, las suspensiones utilizadas
deben tener un bajo nivel de particulas o impurezas diferentes al principio activo, lo
que garantizara un resultado confiable y de alta precision.

Métodos espectrofotométricos

Los métodos espectrofotométricos son métodos indirectos utilizados para cuanti-
ficar el numero de colonias presentes en una muestra liquida de un microorganismo
y estimar la concentracion de la poblacion microbiana. Este método es utilizado para
estimar concentraciones de hongos y bacterias (Hernandez & Acebo, 2013). La meto-
dologia se basa en la transmitancia de la luz a través de la suspension y en el hecho
de que el porcentaje de luz transmitida disminuira en proporcion a la turbidez. Sin
embargo, las lecturas de absorbancia (turbidez) deben estandarizarse mediante la
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comparacion de las unidades formadoras de colonia por unidad de volumen o por la
cantidad de principio activo utilizando un hemocitémetro. Aunque el método turbi-
dimétrico es relativamente simple y rapido, esta sujeto a errores debido a la variacion
en tamano, forma y aglomeracion de los principios activos evaluados (Caligiore-Gei
& Valdez, 2015).

El sistema de medicion de turbidez cuenta con una lampara, la muestra a analizar
y el fotodetector (figura 1.4). La fuente de emision (ldmpara) tiene la capacidad de
emitir una longitud de onda la cual se establece de acuerdo con el tipo de muestra; el
fotodetector es el receptor de los fotones y actia como un sensor 6ptico. Este sensor
permite amplificar las sefiales en forma de impulsos eléctricos, lo cual genera un valor
de turbidez expresado como absorbancia (figura 1.4) (Hernandez & Acebo, 2013).

Generalmente, esta metodologia es utilizada como control de calidad en el proceso,
es decir, durante los procesos de fermentacion, ya que se requiere una estimacion
rapida del crecimiento microbiano (Hernandez & Acebo, 2013). Para esto, se mide
la absorbancia de una muestra del caldo de fermentacion mediante un espectrofo-
tometro (Hernandez & Acebo, 2013). Sin embargo, esta metodologia tiene una gran
desventaja, ya que no permite diferenciar las células viables de las no viables, porque
los dos tipos de células absorben a una longitud de onda especifica. Por esta razon, la
absorbancia no se puede definir como una medida directa de la viabilidad.

Detector

Lampara

Amplificador

Figura 1.4. Esquema general de un sistema de turbidez (espectrofotometria).

Fuente: Elaboracion propia
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Varios autores han implementado el uso de métodos espectrofotométricos en la
cuantificacion rutinaria de principios activos de bioplaguicidas. Por ejemplo, Schiitz
et al. (2020) establecieron una metodologia para la preparacion rapida y confiable
de indculos de Trichoderma reesei 'y T. atroviride, evaluando el efecto del tamaro, la
forma y la pigmentacion de los conidios a diferentes longitudes de onda. Los autores
establecieron que una absorbancia entre 550 nm y 700 nm esta directamente relacio-
nada con el recuento de conidios para las cepas de Trichoderma spp. y, por lo tanto,
las curvas de calibracién se pueden usar como una herramienta valida y rapida para
estimar la concentracion de conidios en una solucion.

En el caso de levaduras, el proceso de cuantificacion por espectrofotometria es utili-
zado, principalmente, para la preparacion del indculo en el montaje de pruebas de
control de calidad de actividad bioldgica. Por ejemplo, Magoye et al. (2020), utili-
zaron esta metodologia en la estandarizacion del indculo de Aureobasidium pullu-
lans para ser evaluado frente hongos como Botrytis cinerea y Fusarium spp.

Con respecto a bioplaguicidas a base de bacterias, esta metodologia es utilizada
como control de calidad en el proceso (fermentacion) y se han realizado aproxima-
ciones en su uso para la estimacion del recuento del producto final. Para bacterias
esporoformadoras, la cuantificacion de esporas viables se puede realizar mediante la
lectura de la absorbancia, debido a que estas tienen un indice de refraccion mas alto
que las células vegetativas y la refractividad esta sujeta a disminuir durante el proceso
de germinacion. De acuerdo con lo mencionado este método es mas sensible, rapido
y sencillo en comparacion con la metodologia de recuento en placa (Zhang et al.,
2015). De igual manera, en el proceso de germinacion de esporas de Bacillus subtilis,
Gorsuch & Woodruff (2019) utilizaron las lecturas de absorbancia a 600 nm como
un método altamente confiable para comparar los resultados con la implementacion
de un protocolo de cuantificacion mediante qPCR en el producto terminado.

Para los virus entomopatogenos, la técnica de espectrofotometria tiene una baja sensi-
bilidad y especificidad, ademas, no permite cuantificar el principio activo en muestras
compuestas, tales como productos de formulacion o de suelo (Graham et al., 2015).

Cuantificacion por PCR

La cuantificacion por medio de PCR es ampliamente utilizada en el control de calidad
en el proceso de fabricacion y en las formulaciones de bioplaguicidas a base de virus.
Su amplia utilizacién se debe a que es altamente especifica y sensible. Este método
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requiere el conocimiento de al menos alguna parte del genoma del virus para generar
cebadores especificos que se unan tinicamente a la secuencia de interés (Miele et al.,
2011). Algunos de los protocolos utilizan “agentes intercaladores fluorescentes” de
doble cadena de ADN, sin embargo, se pueden producir falsos positivos si aparecen
productos de PCR inespecificos (Barrera et al., 2016). Las sondas marcadas con fluo-
rescencia son oligonucle6tidos que se unen especificamente a la secuencia de interés y
permiten la cuantificacién por fluorescencia. Se aplican principalmente tres tipos de
sondas: TagMan (Barrera et al., 2016), balizas moleculares (Tyagi & Kramer, 1996) y
sondas de hibridacion (Eberle et al., 2012).

Esta metodologia se ha implementado durante las etapas de produccién del principio
activo (cria de insectos) y en la cuantificacion del principio activo en el producto
formulado.

a. Cria de insectos para la produccion de baculovirus: las crias de insectos
se realizan en condiciones controladas de laboratorio o de invernadero. En
general, los individuos que se utilizan como pie de cria provienen de campo y se
mantienen en cuarentena para garantizar la introduccién de individuos libres de
infeccién o enfermedades. Sin embargo, este proceso consume tiempo critico,
por lo que la implementacion de la cuantificacién por PCR permite detectar
la infeccién por baculovirus presente en una larva, con una alta sensibilidad y
especificidad (Barrera et al., 2016).

b. Cuantificacion de principio activo en producto formulado: esta técnica es
especialmente utilizada para virus de tamano (densovirus, iridovirus o virus
de ARN) que no son cuantificables por medio de técnicas de microscopia optica.
Puede ocurrir un problema si el genoma del virus esta segmentado (nodavirus,
cypovirus o tetravirus). Aunque la cuantificaciéon de virus mediante qPCR
requiere alguna optimizacion, la cuantificacion de genomas de virus mediante
técnicas de qQPCR es un método estandarizado y de una alta precisién (Eberle
et al,, 2012). Un ejemplo de la utilizacion de esta técnica es el trabajo realizado
por Barrera et al. (2016), quienes utilizaron la técnica de QPCR para establecer la
concentracion de granulovirus en un bioplaguicida formulado como un concen-
trado emulsionable.
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Viabilidad de principio activo

La cuantificacién de microorganismos es un elemento critico en la caracterizacion
y el control de calidad de bioplaguicidas. No solo es importante identificar y cuan-
tificar al microorganismo, también es fundamental conocer el nimero de microor-
ganismos viables. De esta manera se podra establecer si los mismos serdn capaces de
desarrollar y causar el efecto biocontrolador deseado.

Se han disenado distintas estrategias para cuantificar el principio activo de bioplagui-
cidas a base de hongos y bacterias (tabla 1.1). En el caso de productos a base de hongos
filamentosos, la determinacion de la viabilidad se puede realizar por el método de
recuento en placay por el método de germinacion de conidios. Para productos a base
de levaduras, la viabilidad se determina por medio de recuento en placa con dife-
rentes modificaciones. Para productos a base de bacterias, se pueden utilizar varias
metodologias, tales como recuento en placa, goteo en placa y el método del Numero
Mas Probable (Nnmp) (Corral-Lugo et al., 2012).

Tabla 1.1. Metodologias utilizadas para la determinacién de la viabilidad del principio activo de bio-
plaguicidas a base de hongos filamentosos, levaduras y bacterias

Principio activo de bioplaguicidas

Metodologia Hongos :
Levaduras Bacterias
filamentosos
Recuento en placa X
Goteo en placa X X
Germinacioén de conidios X
Numero mas probable X

FUCH te: E|;\bm}1c|{m pl‘OpI&l

Si bien las metodologias para la determinacion de la viabilidad aumentan la preci-
sion de la cuantificacion y proporcionan informacioén sobre la distribucion espacial
del microorganismo, estos métodos requieren de mucha mano de obra en compa-
racion con los métodos de recuento indirectos (por ejemplo: recuento en camara de
Neubauer o espectrofotometria) (Inglis et al., 2012). Ademas, es importante esta-
blecer la metodologia ideal de acuerdo con el principio activo, el tipo de formulacion
(por ejemplo: granulado, polvo o concentrado emulsionable) y la cantidad de conta-
minantes, ya que este ultimo factor puede afectar el resultado de la cuantificacion
del principio activo.
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Recuento en placa

La metodologia de recuento en placa es una técnica ampliamente utilizada que permite
cuantificar la poblacion en una muestra o cultivo (puro o mixto) mediante diluciones
seriadas (por ejemplo: 1:10) para, posteriormente, realizar el recuento de las unidades
formadoras de colonia (Urc) (Sieuwerts et al., 2008). Esta metodologia tiene la ventaja
de tener un buen limite de deteccidn, sin embargo, requiere una gran cantidad de
material y mas tiempo durante el procesamiento y la lectura de la muestra.

Para esta técnica, dependiendo del principio activo a cuantificar, se utilizan medios
de cultivo especificos, selectivos o diferenciales (tabla 1.2). Las técnicas mas utili-
zadas en el control de calidad de bioplaguicidas para el recuento de células viables
son el recuento en superficie y el recuento en profundidad. Tanto el método de super-
ficie como el de profundidad consisten en diluir la muestra original en un factor 1:10
hasta la dilucién en la cual se pueda realizar un recuento de unidades formadoras de
colonia (UFrc) (figura 1.6).

Tabla 1.2. Medios de cultivo y método de siembra mas utilizados para el recuento del principio activo
de bioplaguicidas a base de bacterias, hongos filamentosos y levaduras

Microorganismos Suplemento del

Medio de cultivo Método de siembra

principio activo medio de cultivo

Agar Luria Bertani

(LB)

Agar brain heart

. . NA
infusion (BHI)

Agar Sabouraud
NA
dextrosa

Agar rosa de bengala

NA
Agar avena NA -

(Continda)
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(Continuacion tabla1.2)

Mlc.roqrgamsl.nos Medio de cultivo Sup !emento (%el Método de siembra
principio activo medio de cultivo

Metarhizium

Siemb
sp., Isaria sp., Agar PDA Triton X-100 (1 %) o ra.en
- superficie
Lecanicillium sp.
Agar extracto de Siembra en
Metarhizium rileyi ~ malta y levadura Tritén X-100 (1 %) .
superficie
(ym)
P p— ;
.urp.ureoczllzum o Tritén X-100 (1 %) Slembra.en
lilacinum superficie
Agar extracto de
malta y levadura Cloranfenicol
(vm)
Levaduras (e.g. Agar levadura, Siembra en
Pichia onychis) peptona, dextrosa Cloranfenicol superficie
(YpD)
Agar Sab d
gar Sabourat Cloranfenicol
dextrosa

“NA: Noaplica.

Fuente: Elaboracion propia

Para la cuantificacién y determinacién de la viabilidad de bioplaguicidas a base de
bacterias, hongos filamentosos y levaduras, el método mas utilizado es el recuento en
superficie. Este método consiste en la colocacion de 100 ul de cada una de las dilu-
ciones en cajas de Petri independientes que contengan el medio de cultivo gelificado.
Los 100 pl en cada caja de Petri son extendidos (plaqueada) con ayuda de un rastrillo
o con esferas de vidrio —en ambos casos el material debe estar estéril y a tempera-
tura ambiente (figura 1.5)—. Una vez se hayan sembrado los 100 pl, las cajas de Petri
se deben poner a incubar durante 3 a 7 dias teniendo en cuenta las condiciones de

crecimiento que requiera el microorganismo a ser cuantificado (tabla 1.3).

Tabla 1.3. Condiciones de temperatura y tiempo de crecimiento de acuerdo con el principio activo del
bioplaguicida, para su recuento en placa

Microorganismos ] . : >
CrOOTEants! . Temperatura de crecimiento Tiempo de incubaciéon
principio activo

Bacterias 30°C+2°C 24-48 horas

H
ongos 25°C +2°C 37 dias
filamentosos

(Continda)
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(Continuacién tabla 1.3)

Microorganismos
principio activo*

Temperatura de crecimiento Tiempo de incubacion

Levaduras (por
ejemplo: Pichia 2A39C 1 29C 48 horas
onychis)
( ;I'UPOS dC l“|C|‘(7(7|'gdnl$l“ﬂ$ mads UUI|7JdO§ como pl‘in(lplﬂ actvo ({C bmplaguladm‘, PUCdCH existr CXCCP(IOI\CS alas COlldiClOﬂCS dCSCI'l[JY

FLICH(CZ El&lb()l'dcl(’)ll Pl'()Pl&l

10 g de muestra en 90 mL
1072

Incontables Diluciones para
realizar el recuento

Figura 1.5. Viabilidad de principio activo (hongos y bacterias) de bioplaguicidas. Método de
recuento en placa y siembra en superficie mediante diluciones en base 10.

]':UCI][CZ Elabm‘acmn Pl'()Pid

Con el fin de obtener una desviacion estandar inferior al 10 %, se recomienda
sembrar minimo tres cajas de Petri por dilucion. Después de que las colonias hayan
crecido, se debe seleccionar la dilucién en la cual las cajas de Petri contengan los
rangos establecidos para cada tipo de principio, por ejemplo, entre 30 a 300 UFC
para productos a base de bacterias (Inglis et al., 2012; Mufioz-Rojas et al., 2016). Para
calcular el nimero de UEC presentes en la muestra, se multiplica por 10 el numero
de colonias presentes en la caja de Petri seleccionada para realizar el recuento. El
resultado obtenido es multiplicado por el factor de dilucion para obtener el numero
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de unidades formadoras de colonia por mililitro (Urc/ml o UFc/g), como se describe
en la ecuacion 1.8.

Numero de colonias contadas x1
UFC UFC factor dedilucion
o =
ml g volumen sembrado

Ecuacion 1.8. Cilculo de unidades formadoras de colonias (UFC) por medio de
método de recuento en placa - siembra en superficie (ISO 4833-1:2013).

Caso de estudio Il

Se realiz6 el recuento en placa de un bioplaguicida a base de Trichoderma spp. Para
dicho fin se utilizé el método de siembra en superficie en Agar ppa suplementado
con Tritén X-100 al 1 %. En la dilucién 10°se obtuvo un recuento de 156 UFC y en la
dilucién 107 se obtuvo un recuento de 34 UFcC.

Dilucion 1:
( 156x1 )
%:% =1,56*10’
Dilucion 2:
()
ore 5 (7). s
Consolidado:

UFC 1,56*10° +3,40*10°
ml 2

=2,48 *10° = 25*10°

Para algunos productos a base de bacterias se utiliza el método de siembra en profun-
didad. Para esto, se agrega 1 ml de cada dilucion en las cajas de Petri sin medio de
cultivo, se adiciona una cantidad de medio de cultivo fundido (aproximadamente
20 ml) y se agita con suavidad, asi se garantiza la homogenizacion de la muestra.
Este método posibilita el crecimiento de bacterias microaerdfilas, ya que permite el
crecimiento de colonias a bajas concentraciones de oxigeno. El célculo de las UFC se
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realiza de la misma forma que el recuento en superficie; se realiza la correccién con
el volumen de siembra (ecuacion 1.8).

Goteo en placa

La metodologia de goteo en placa se utiliza en la determinacién de la viabilidad de
bioplaguicidas a base de bacterias y levaduras. El goteo en placa consiste en colocar
5 gotas de un volumen de 20 ul de cada una de las diluciones seriadas en cajas de
Petri con el medio de cultivo. Posteriormente, estas cajas se incuban bajo las condi-
ciones establecidas para cada microorganismo y después del tiempo de incubacién
se realiza el recuento de las UFc. En general, para esta metodologia se requiere el
uso de 2 cajas de Petri para garantizar la correcta siembra de las diluciones seriadas,
lo que permite aumentar el numero de repeticiones y del tamafo de las muestras
(figura 1.6) (Mufioz-Rojas et al., 2016). Con el fin de estimar el numero de urc /ml en
cada una de las muestras, se debe cuantificar el nimero de colonias de acuerdo con
la dilucion seleccionada. Posteriormente, se correlaciona el volumen de 20 ul con 1
ml con el fin de expresar el resultado en urc /ml (Corral-Lugo et al., 2012).

™
1o

b [

10 g de muestra en 90 mL
a

13000 110000 110°

204k

Figura 1.6. Viabilidad del principio activo (hongos y bacterias) de bioplaguici-
das. Método de goteo en placa.

Fuente: Elaboracion propia
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En el caso de hongos, el método de goteo en placa ha sido utilizado para la cuanti-
ficaciéon de hongos dimdrficos en su fase levaduriforme, ya que permite disminuir
el tiempo y es igual de eficiente que el método de recuento en placa. Por ejemplo,
Morales-Garcia et al. (2016) seleccionaron la metodologia de goteo en placa para
ser utilizada como control de calidad en proceso para el hongo Penicillium spp., ya
que no se presentaron diferencias significativas (p<0,05) entre esta metodologia en
comparacion con el método de siembra en superficie. Como recomendacion para el
proceso de implementacion de este método, es importante definir el tiempo correcto
de lectura con el fin de obtener resultados confiables y seguros.

Recomendaciones para la evaluacion de la viabilidad de bioplaguicidas a base de
hongos filamentosos, levaduras y bacterias, mediante la metodologia de recuento en
placa en superficie o goteo en placa:

o Para bioplaguicidas formulados como granulados (wG), polvo mojable (wp),
polvo para espolvoreo y concentrados emulsionables (CE), la suspension inicial
se debe homogeneizar de manera adecuada. Se puede utilizar una licuadora de
inmersion durante maximo 20 segundos o se puede dejar la suspension inicial en
agitacién a 1500 rpm + 25 rpm durante maximo 30 minutos.

o Para productos a base de bacterias esporoformadoras, el nimero de células vege-
tativas y esporas puede evaluarse realizando un choque térmico de 15 minutos
a 80 °C £ 2 °C. Se cuantifica el nimero de células (antes del choque térmico) y el
ndimero de esporas (después del tratamiento térmico).

o Las diluciones seriadas se deben homogeneizar en vértex durante aproximada-
mente 10 segundos.

« Paraproductos a base de hongos se recomienda utilizar un diluyente a base de un
tensoactivo como Tween 80 o Tween 20 entre el 0,1 % y el 1% v/v.

o Para productos a base de bacterias se recomienda utilizar solucién salina como
diluyente (0,9 % NaCl) o agua peptonada (0,1 %).

o Para expresar el resultado como Urc/g se debe realizar la correcciéon con la
cantidad de muestra (gramos) utilizada en la suspension inicial.
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Para el recuento de unidades formadoras de colonia UFc:

o Cuando tres cajas de Petri de una misma dilucién contienen un niimero de
unidades de colonia caracteristicas del microorganismo a evaluar, se promedian
los nimeros y se multiplica por el inverso de la dilucién.

« Cuando haya una caja de Petri con crecimiento extendido, ni esta ni su triplicado
son considerados.

« Cuando hay cajas de Petri representativas en 2 diluciones seguidas, se promedia
cada una con su triplicado, se aplica el factor de dilucién a cada una y luego se
promedia nuevamente.

« Sienlas cajas de Petri no hay crecimiento de UFc (o no corresponden a las carac-
teristicas del microorganismo), se debe reportar el resultado como: 10 (dilucion
mas baja utilizada) y se debe informar como valor estimado.

« Elrango de recuento para bioplaguicidas a base de bacterias es de 30 a 300 UFC.
« Elrango de recuento para bioplaguicidas a base de hongos es de 10 a 150 UFcC.

o Cuando el nimero de colonias por caja de Petri exceda el rango establecido, se
deben cuantificar las colonias en aquellas porciones de la caja de Petri que sean
representativas de la distribucion de colonias e informar como valor estimado.

Germinacion de conidios

Para productos a base de hongos filamentosos, la determinacion de la germinacion
de conidios es el pardmetro de viabilidad mas utilizado dentro del control de calidad
en el proceso y el producto terminado (Jenkins & Grzywacz, 2000). La germina-
cion es el mecanismo mediante el cual una espora o conidio inactivo o en proceso
de dormancia crece vegetativamente y es capaz de reproducirse de forma sexual o
asexual (Sephton-Clark & Voelz, 2018).

Este proceso se da bajo condiciones ambientales favorables de oxigeno y disponibi-
lidad de agua y se caracteriza por un rapido hinchamiento del conidio como resul-
tado del proceso de hidratacion. La infiltracién de agua en los conidios por ésmosis
aumenta su presion hidrostatica interna y es seguida por la formacién de un tubo
germinal de paredes delgadas (Lacey, 2017). Generalmente, este proceso ocurre en
cuatro etapas: crecimiento isotrépico o hinchazén, polarizacién celular, aparicion
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de hifas y elongacion de hifas (Sephton-Clark & Voelz, 2018) (figura 1.7). En la etapa
de crecimiento isotropico se observa el proceso de hinchazoén, ya que las esporas
aumentan su contenido interno y, por lo tanto, reorganizan las paredes celulares.
Las esporas también aumentan su actividad metabolica y pueden utilizar fuentes de
energia externas o internas para iniciar procesos de transcripcion y traduccion de
informacién genética. La polarizacion de la pared celular después de la hinchazén
determina dénde emergera el tubo germinal. En esta etapa, la pared celular requiere
un proceso de ajuste ya que debe permitir el crecimiento de las hifas. Cuando las
hifas emergen, crecen hasta formar lo que puede verse como una estera hifal o matriz
en la cual las hifas pueden solaparse e incluso crecer hacia fuentes de luz o nutritivas
(Sephton-Clark & Voelz, 2018).

op@@fﬁdi

Crecimiento Aparicion de Elongacién
isotrapico hifas hifal

Figura 1.7. Proceso de germinacion de conidios.

Fuente: Elaboracion propia con base en Sephton-Clark & Voelz (2018)

En la actualidad, los conidios son el principio activo de casi el 75 % de los bioplagui-
cidas disponibles en el mercado (Zaki et al., 2020). Debido a esto, el protocolo para
evaluar la germinacion de los conidios es habitualmente la técnica mas utilizada
en el proceso de control de calidad de productos a base de hongos filamentosos.
Sin embargo, existen diferencias y variaciones entre los protocolos descritos y, en
general, no hay un método estandarizado en el mundo para evaluar esta caracteris-
tica. Algunos de los factores que influyen en la germinacion de conidios son el pH'y
la composicion de los medios de cultivo, la disponibilidad de agua, la temperatura
de incubacion, el proceso de hidratacion de la célula y hasta la temperatura del dilu-
yente utilizado (Lopes et al., 2013). Por esta razon, es importante establecer estos
parametros para el montaje de la prueba.

Para la evaluacion de la germinacién, la muestra a evaluar se diluye en diluciones
seriadas en base 10 (1:10). Posteriormente, de las diluciones seleccionadas (una
concentracion aproximada de 10° conidios/ml) se siembran 100 ul por medio de la
técnica de superficie en el medio de cultivo elegido; las cajas de Petri inoculadas se
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incuban aproximadamente durante 18 a 24 horas y trascurrido el tiempo de incuba-
cion, los conidios germinados y no germinados se cuantifican mediante observacion
en microscopio (Inglis et al., 2012). Se considera como conidio germinado cuando el
tubo germinal es igual o mas largo que el conidio no germinado (figura 1.8) (Faria et
al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Tipos de conidios Conidio germinado
O a4
P—a P
g «
Tubo germinal igual o mayor
) §  Lavodesoads que el conidio
| e | Ancho de conidio

Figura 1.8. Esquema representativo de tipos de conidios y de un conidio germinado con el respecti-
vo tubo germinal. Dimensiones morfoldgicas (largo y ancho) de acuerdo con cada tipo de conidio.

Fuente: Elaboracion propia

A continuacién se describe la metodologia implementada para la determinacion
del porcentaje de germinacion en el control de calidad de bioplaguicidas a base de
Trichoderma spp. (concentracion teérica de 10° conidios/g) (Santos et al., 2012).

1. En primer lugar, hay que preparar una suspension inicial adicionando 1 go 1 ml
de la muestra de conidios o del bioplaguicida a evaluar en una solucién de 99 ml
de Tween 80 al 0,1%.

2. En segundo lugar, hay que homogeneizar la suspension anterior (dilucién 10?)
con una licuadora de inmersién o dejarla en agitacion hasta que la dilucion esté
homogénea.

3. En tercer lugar, hay que realizar diluciones seriadas en base 10 hasta la dilucion
10°. Es fundamental evitar el contacto entre la micropipeta y el diluyente.
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En cuarto lugar, hay que sembrar por triplicado 100 pl de las tres tltimas dilu-
ciones en las cajas de Petri con agar agua suplementado con benomil (0,0003 %).
Ademas, hay que distribuir el contenido de manera homogénea sobre el medio
de cultivo.

En quinto lugar, hay que incubar las cajas de Petri inoculadas a una temperatura
de 25 °C durante 24 horas en un ambiente oscuro y ubicarlas dentro de la incu-
badora de manera invertida.

En sexto lugar, hay que cortar con un bisturi un trozo del medio de cultivo
inoculado de aproximadamente 1 cm® y colocarlo sobre una lamina portaob-
jetos. Si se requiere, se debe adicionar una gota del reactivo azul de lactofenol y
cubrir con una laminilla (figura 1.9).

En séptimo lugar, se procede a cuantificar los conidios germinados y no germi-
nados en microscopio de luz (objetivo 40x). Como minimo se deben contar 100
conidios (germinados y no germinados) por cada caja de Petri a evaluar.

Para el conteo de conidios germinados y no germinados se debe partir del
extremo superior izquierdo del cuadrado (1 cm?) del medio de cultivo y avanzar
en forma de zigzag, para evitar el doble conteo de conidios.

Finalmente, se puede determinar el porcentaje de germinaciéon de conidios
mediante la siguiente férmula (ecuacion 1.9):

L, ZConidios germinados
Germinacion (%) = x100

ZConidios germinados + ZConidios no germinados

Ecuacion 1.9. Célculo del porcentaje de germinacion de conidios.
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Lamina
Cuadro de agar —4. . *— portaobjetos

1 cm? |

Laminilla “J
—p
40x

Figura 1.9. Montaje de la prueba de germinacion para el proceso de cuantificacion

de conidios germinados y no germinados.

Fuente: Elaboracién propia

Recomendaciones para la determinacion del porcentaje de germinacion de conidios:

o Una densidad adecuada para la cuantificacion de conidios esta en el rango de 10°
conidios. Idealmente, la caja de Petri a utilizar debe ser de un diametro de 9 cm
(referencia 90 mm * 16 mm).

o Las condiciones de incubacién (temperatura y tiempo) dependeran del microor-
ganismo a evaluar.

« Elmedio de cultivo debe ser seleccionado para cada microorganismo. Se sugiere
un medio de cultivo basal (agar agua); sin embargo, algunos hongos tienen reque-
rimientos nutricionales especiales. Por ejemplo, para el proceso de germinacion,
Metarhizium rileyi requiere una fuente nutricional de nitrégeno y el medio de
cultivo que se utiliza es agar extracto de malta (tabla 1.4).



54 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Tabla 1.4. Medios de cultivo comtinmente utilizados para evaluar la germinacion de conidios de hon-
gos biocontroladores

Microorganismo
principio activo

Medio de cultivo Referencia

Agar agua Kobori et al. (2014)

Caldo papa dextrosa Hjeljord (2000)

Agar PDA Alves et al. (1996)

ﬁﬁi)r PDA + carbendazima (10 Oliveira et al. (2015)

Medio de cultivo esporulacion Alves et al. (2002)

Petlamul & Prasertsan
(2012)

Agar glucosa (1 %) + peptona (0,5 Horaczek & Viernstein
%) + Extracto de levadura (0,5 %)  (2004)

Agar extracto de levadura + :
benomil (0,005 g/l) Faria et al. (2010)

Agar Czapeck Dox

Agar PDA + benomil (10 ul/L) Oliveira et al. (2015)

Metarhizium spp.

Agar Sabouraud dextrosa Ibrahim et al. (2015)

Petlamul & Prasertsan

Agar Czapeck Dox (2012)

Agar extracto de malta ylevadura  Santos et al. (2017)

(Continta)
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(Continuacién tabla 1.4)

Microorganismo

Medio de cultivo Referencia

principio activo

Agar extracto de malta y levadura

Metarhizium spp. + benomil (0,00008 %) Grijalba et al. (2018)
Agar Sabouraud Grijalba et al. (2018)
Agar agua Rivas et al. (2014)

bl . A o e SO g,
Agar glucosa (2 %) Shi et al. (2006)

FLICI](CZ Elllb()l'&C ion PI'OPI‘J

« Los medios de cultivo enriquecidos, como el agar papa dextrosa, contienen todos
los nutrientes necesarios y las condiciones ideales para el proceso de germina-
cion, lo que puede generar una sobrevaloracion del porcentaje de germinacion.
En el caso contrario, cuando se utilizan medios de cultivo basales como el agar
agua, las condiciones son minimas y similares a las que se pueden presentar en
condiciones de campo.

o El medio de cultivo a utilizar debe ser de un color traslicido y debe ser agar de
capa delgada (10 ml por caja de Petri), de manera tal que facilite la visualizacion
de los conidios.

« Diferentes autores han sugerido la adicién de fungicidas al medio de cultivo
debido a que a bajas concentraciones generan una sincronizacion en el proceso de
germinacién y permiten realizar un recuento uniforme y en diferentes tiempos de
lectura. Ademas, permiten la formacién de tubos germinales, aunque previenen
el desarrollo de hifas y evitan el crecimiento excesivo (Milner et al., 1991; Oliveira
et al,, 2015). El fungicida mas utilizado es el benomilo y las concentraciones de
uso generalmente son inferiores a 0,001 %. Sin embargo, este producto ya no tiene
aprobacion en varios paises. Por lo tanto, es necesario seleccionar un fungicida
registrado y disponible comercialmente que presente un efecto similar cuando se
mezcle con el medio de cultivo. Por ejemplo, Oliveira et al. (2015) demostraron
que el fungicida carbendazima (también del grupo quimico benzimidazol) a una
concentracion de 10 ul por litro de medio de cultivo (0,005 g de ingrediente activo
por litro de medio) puede usarse para evaluar la germinacién de productos a base
de B. bassiana y M. anisopliae.

« Serecomienda la adicién de antibi6ticos al medio de cultivo, ya que evita el creci-
miento de contaminantes bacterianos y facilita el recuento. Dentro de los antibio-
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ticos mas utilizados se destacan los de amplio espectro como el cloranfenicol, la
tetraciclina, la estreptomicina y la eritromicina.

o Para facilitar el recuento de conidios, se utiliza como colorante el azul de lacto-
fenol pero se debe utilizar de forma moderada ya que puede causar una sobrees-
timacion de los recuentos, pues elimina los conidios no germinados de las zonas
de inoculacion (Lopes et al., 2013).

o La laminilla o el cubreobjetos sobre el cuadro de agar seleccionado para el
recuento debe colocarse de manera que no haya presion hidraulica sobre el medio
de cultivo y no afecte la distribucion de los conidios.

Ademas de la prueba de germinacion, en algunas ocasiones es necesario evaluar el
parametro definido como vigor, el cual se relaciona con la velocidad de germinacion
de los conidios y el crecimiento de los tubos germinales (Faria et al., 2015). Esta
metodologia es util en estudios de estabilidad bajo condiciones de almacenamiento
o en pruebas donde se evaltiien condiciones de estrés. Los conidios con un alto nivel
de vigor germinan entre las 18 y las 24 horas posteriores a la inoculacién, mientras
que la germinacion de conidios estresados se puede retrasar y volver asincroénica, por
lo cual puede tener lugar entre las 24 y las 72 horas (Faria et al., 2015). Sin embargo,
la implementacion de este parametro depende de las caracteristicas del producto y
del interés de complementar la informacién y las recomendaciones del bioproducto.

La germinaciéon de conidios se considera un indicador de la capacidad del hongo
para producir un tubo germinal y, por lo tanto, generar un efecto biocontrolador.
Una germinacion rapida se relaciona con una mayor probabilidad de éxito en condi-
ciones de campo, sin embargo, la alta germinacién no garantiza altos valores de
eficacia, por esta razdn, las metodologias de viabilidad y actividad bioldgica son
complementarias (Miranda-Hernandez et al., 2016).

Contenido de contaminantes: pureza

Las especificaciones en un bioplaguicida para determinar el nivel aceptable de
contaminantes dependen del método de produccién masiva, formulacién y emba-
laje. La producciéon masiva es el proceso mds susceptible de verse perjudicado por
una posible contaminaciéon debido a que los contaminantes (bacterias u hongos),
pueden crecer sin ningun tipo de restriccion (Jenkins & Grzywacz, 2000). Todas las
fermentaciones microbianas tienen un alto riesgo de contaminaciéon debido a la alta



Capitulo I Control de calidad microbioldgico de bioplaguicidas a base de agentes de control biolégico 57

disponibilidad nutricional del sustrato y a las condiciones ambientales. La conta-
minacion en los sistemas de fermentaciones, tanto liquidas como sélidas, afectara
el rendimiento debido a la competencia por nutrientes y, en algunos casos, al efecto
inhibidor de los metabolitos secundarios (Jenkins & Grzywacz, 2000). Ademas, los
contaminantes bacterianos o fungicos pueden afectar la concentracion del principio
activo en el producto final, en especial si la contaminacion no ha sido monitoreada
y cuantificada.

Para el caso de bioplaguicidas a base de virus, la contaminacién microbiana puede
ser el resultado del proceso de produccion del principio activo. Teniendo en cuenta
que su produccion se realiza en condiciones in vivo, puede presentar una carga alta
de microorganismos contaminantes presentes en las dietas utilizadas y en el insecto
mismo (Caballero et al., 2001; Santos et al., 2014).

La metodologia mas utilizada para la cuantificaciéon de contaminantes microbianos
es la técnica de recuento en placa en superficie (numeral 1.3) y el resultado se expresa
como UFc/g o UFC /ml de producto. Para cuantificar el total de contaminantes
microbianos se deben cuantificar individualmente las bacterias, las levaduras y los
hongos contaminantes. Posteriormente se realiza la sumatoria aplicando la ecuacion
1.10. Este parametro también se puede expresar en términos de porcentaje de pureza
(ecuacion 1.11).

UFC UFC . UFC *inversodeladilucion*10
0 debacterias =
g ml pesodelamuestra
UFC UFC UFC *inversodeladilucion*10
o delevaduras =
g ml pesodelamuestra
UFC UFC UFC *inversodela dilucion*10
o dehongos =
g ml pesodelamuestra

Ecuacion 1.10. Calculo de unidades formadoras de colonias (UFc) de contaminantes microbianos.

Pureza (% ) _ UFC decontaminantes £100
UFC de principio activo +UFC de contaminantes

Ecuacion 1.11. Calculo del porcentaje de pureza para productos
a base de agentes de control bioldgico.
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Elefecto de la contaminacion microbiana en un bioplaguicida fue descrito por Meikle
et al. (2012). Los autores evidenciaron que un bioplaguicida formulado a base de B.
bassiana para el control de acaros en colonias de abejas presento resultados contra-
dictorios en condiciones de campo. Las colmenas de abejas tratadas con el biopla-
guicida murieron a un ritmo elevado, perdieron mas peso y tuvieron una densidad
de acaros mas alta en comparacion con las colmenas utilizadas como control. Los
autores identificaron que el bioplaguicida estaba contaminado con bacterias del
grupo de Pseudomona fluorescens. En condiciones de laboratorio se demostré que la
cepa de P. fluorescens ralentiza o suprime el crecimiento de B. bassiana, comporta-
miento que se evidencié en condiciones de campo.

Por otro lado, patdgenos para humanos como Salmonella spp. o Escherichia coli
se pueden cuantificar por medio de las metodologias usadas para el andlisis de
alimentos o materias primas. Los niveles de presencia de estos patdgenos deben ser
estrictos y en algunos casos se exige que estén ausentes. Este parametro en la actua-
lidad no es obligatorio dentro de un programa de control de calidad rutinario pero
se recomienda realizarlo en el proceso de desarrollo del producto y en el proceso de
registro del mismo. Jenkins & Grzywacz (2000) recomiendan realizar un analisis
de riesgo para determinar las posibles entradas en el sistema de este tipo de conta-
minante con el fin de garantizar la seguridad del producto cuando se aplique en
condiciones de campo.

Para productos a base de virus, en algunos paises solicitan la evaluacion de especies
de Bacillus spp., ya que puede ser un contaminante muy comun en virus producidos
in vivo, en especial cuando los insectos muertos se recolectan después de la muerte.
Todas estas especies forman esporas, que son mucho mas resistentes a la destruccion
tanto por calor como por medios quimicos que las células bacterianas vegetativas.
Una de las bacterias mas comunmente encontrada en productos a base de NPV es
Bacillus cereus, la cual puede ser aislada en agar nutritivo. Sin embargo, si otras espe-
cies son abundantes, la deteccion de pequenas cantidades (10" a 102 por ml) de B.
cereus puede resultar dificil. Para estas situaciones, se recomienda utilizar medios de
cultivo especificos para B. cereus. La identificacion y confirmacion se puede realizar
mediante tincidn o utilizando un perfil bioquimico.

Para establecer un nivel aceptable de contaminantes, se deben determinar niveles de
referencia durante el proceso de fermentacion, formulacién y empaque del producto.
A partir de esta carta control se generan los limites de aceptacion para el producto
final. Por esta razén y con base en los requisitos especificos para el registro comer-
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cial, el productor es quien establece el limite y la pureza del producto. Sin embargo,
en el dmbito internacional se reconoce un nivel maximo de 0,1 % de contaminantes
en comparacion con la concentracion del principio activo (Ravensberg, 2011).

Perspectivas

El aspecto central para lograr un buen control de calidad de un bioinsumo se centra
en el establecimiento y estricto cumplimiento de los procedimientos o protocolos de
control de calidad. Para el caso de las caracteristicas microbioldgicas, el elemento
central consiste en que, una vez elegidos y establecidos los protocolos, estos se deben
seguir de manera estricta sin importar las presiones externas ni internas en el desa-
rrollo del producto. Si no se hace un estricto cumplimiento de estas metodologias,
el sistema de control de calidad dejara de funcionar y los resultados no podran
garantizarse.

A pesar del uso y la proyeccion en el mercado que tienen los productos bioldgicos
a base de agentes de control bioldgico, existe una gran variedad de protocolos para
determinar las caracteristicas microbioldgicas. Por lo tanto, se requiere de un trabajo
en conjunto entre los productores de bioinsumos, los investigadores y los entes
reguladores en el establecimiento de requerimientos minimos para los productos.
Asimismo, es imperativa la generacion de lineamientos y metodologias estandari-
zadas que sean aplicables en condiciones ambientales similares, de manera que sean
repetibles y reproducibles. Otro de los desafios esta relacionado con que las metodo-
logias implementadas sean practicas, precisas, econdmicas y estén siempre basadas
en desarrollos metodologicos que cumplan con los requerimientos cientificos.
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