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GLOSARIO

Halo de lisis: Denominado también calva, es un area clara producida por la accién litica

de los bacteriéfagos en las bacterias, permite detectar bacteri6fagos respecto a la lectura

o titulacion de placas (1).

Cultivo overnight: Cultivo bacteriano incubado a 37 °C durante una noche (2).

Titulo de fago: Referido al nimero de particulas de bacteriofagos presentes en una

suspension o muestra. Permite cuantificar la concentracion de bacteriofagos (3).
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RESUMEN

Frente a las graves infecciones provocadas por Pseudomonas aeruginosa multirresistente
(MDR), los fagos emergen como alternativa prometedora. La presente investigacion tuvo
como objetivo general caracterizar bacteriofagos con capacidad litica contra P.
aeruginosa MDR aislados de aguas residuales del Hospital Regional Docente de
Cajamarca durante el 2024, para lo cual se procesaron diez muestras, de las que se
obtuvieron lisados fagicos que permitieron aislar y purificar 22 fagos mediante las
técnicas de agar doble capa (DLA) y spot test. La titulacion vario desde 1,2x10’
(P15AR1) hasta 8,5x10'> UFP/mL (PO7ARS). El fago PO7ARS8 mostré el espectro mas
amplio, dado que infectd a todas las cepas de P. aeruginosa, incluida la cepa ATCC
27853. El fago P15AR1 infecto solo a su cepa hospedero inicial. Algunos fagos mostraron
actividad litica sobre E.coli ATCC25922 (P19AR2), S. aureus ATCC25923 (P14AR1),
Salmonella sp. (P15AR2), Klebsiella pneumoniae (PO7TAR2), y K. aerogenes (P14AR1 y
P0O7AR?2). El periodo de latencia de los fagos seleccionados oscil6d entre 5 y 10 minutos,
con tamaios de explosion de 19,8 a 52 UFP/célula. Todos los bacteriofagos toleraron un
rango de pH entre 3 y 9 durante una hora. La temperatura de 60 °C redujo
significativamente su concentracion. Las cepas bacterianas utilizadas y la totalidad de los
procedimientos experimentales se realizaron en el Laboratorio Referencial Regional de
Salud Publica de Cajamarca. Los resultados posicionan a los bacteriofagos aislados como
potenciales agentes biotecnologicos para combatir las infecciones causadas por P.
aeruginosa MDR, destacando el fago PO7ARS por su amplio espectro y mayor estabilidad

a diferentes condiciones.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia antimicrobiana, bacteridfagos,

placas liticas.
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ABSTRACT

In response to the severe infections caused by multidrug-resistant (MDR) Pseudomonas
aeruginosa, bacteriophages are emerging as a promising alternative. The objective of this
study was to characterize bacteriophages with lytic activity against P. aeruginosa MDR
strains isolated from wastewater samples of Hospital Regional Docente de Cajamarca
during 2024. A total of ten samples were processed, from which phage lysates were
obtained, allowing the isolation and purification of twenty-two phages using the double-
layer agar (DLA) and spot test techniques. The phage titres ranged from 1,2x107
(P15AR1) to 8,5x10°> PFU/mL (P0O7ARS). Phage PO7ARS exhibited the broadest host
range, infecting all P. aeruginosa strains, including the reference strain ATCC 27853. In
contrast, phage P15ARI1 infected only its original host strain. Some phages also showed
lytic activity against Escherichia coli ATCC 25922 (P19AR2), Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (P14AR1), Salmonella sp. (P15AR2), Klebsiella pneumoniae (PO7AR2),
and K. aerogenes (P14AR1 and PO7AR2). The latent period of the selected phages ranged
from 5 to 10 minutes, with burst sizes between 19,8 and 52 PFU per cell. All
bacteriophages tolerated a pH range from 3 to 9 for one hour, while exposure to 60 °C
significantly reduced their concentrations. The bacterial strains used, and all experimental
procedures were conducted at the Laboratorio Referencial Regional de Salud Publica de
Cajamarca. These findings position the isolated bacteriophages as potential
biotechnological agents to combat infections caused by P. aeruginosa MDR strains,
highlighting phage PO7ARS for its broad host range and greater stability under different
conditions.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antimicrobial resistance, bacteriophages, lytic

plaques.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes (MDR) son un importante
problema de salud publica; en los tltimos afios, la incidencia de estos microorganismos
ha incrementado de forma acelerada, al igual que su nivel de resistencia frente a multiples
antimicrobianos (4). Entre las bacterias frecuentemente aisladas destaca Pseudomonas
aeruginosa, la cual, desde el 2017, se encuentra entre los patdgenos con prioridad critica
debido a las serias complicaciones que genera y a su alta prevalencia entre pacientes

inmunocomprometidos, con fibrosis quistica y quemaduras (5,6).

P. aeruginosa puede causar infecciones graves del trato urinario y de tejidos blandos,
incluyendo bacteriemias (7). Es la principal responsable de infecciones respiratorias en
pacientes de unidad de cuidados intensivos (UCI) debido a la formacion de biofilms sobre
los instrumentos utilizados (8). Es asi como, el incremento de la resistencia y la facil
diseminacion de la bacteria ha dificultado su tratamiento y erradicacion (9,10). Por esto,
P. aeruginosa se asocia a una elevada morbimortalidad y costes econdmicos; ocasionando

mas de 300 000 muertes al afio a nivel global (11).

La ineficacia de los fArmacos contra P. aeruginosa debido a su resistencia intrinseca y a
la MDR de algunas cepas dejan pocas opciones para enfrentar las infecciones ocasionadas
por esta bacteria, entre estas alternativas destacan los bacteriofagos, los que constituyen
una posibilidad eficaz debido a su potencial bactericida, ademds poseen un
comportamiento farmacocinético similar al de los farmacos convencionales debido a la

forma en que se distribuyen, absorben y eliminan del cuerpo, esto facilita su formulacion



y administracién en tratamientos (12,13). Asimismo, los bacteriofagos realizan
sinergismo con algunos antimicrobianos reduciendo el nimero de bacterias in vivo a un

nivel donde el sistema inmune las enfrente de manera exitosa (14).

En la actualidad, en el departamento de Cajamarca se carece hasta la fecha de
investigaciones relacionadas al aislamiento y caracterizacion de bacteriofagos a partir de
aguas residuales o de cualquier otra fuente. Esta ausencia constituye una oportunidad de
desarrollo de una linea investigativa base para proyecciones futuras orientadas a la
investigacion y desarrollo de la fagoterapia como alternativa antimicrobiana para el
tratamiento de patdgenos peligrosos como P. aeruginosa MDR, generando asi un

beneficio a la comunidad en general.

Basado en lo descrito anteriormente, la presente investigacion tuvo como objetivo general
caracterizar bacteri6fagos con capacidad litica sobre P. aeruginosa MDR, aislados de
agua residual del Hospital Regional Docente de Cajamarca, 2024. Para ello, se emplearon
procedimientos microbiologicos enfocados en aislar y purificar bacteriofagos para su

posterior caracterizacion segin parametros biologicos y fisicoquimicos.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Nour El-Din et al. (15) en el 2025, caracterizaron 4 bacteriofagos a partir de agua residual
en Ottawa utilizando cepas de P. aeruginosa provenientes de pacientes con fibrosis
quistica. Se empleo la técnica DLA (agar doble capa). Los resultados evidenciaron que el
fago AA20 logro lisar el 58,9% de las bacterias, mientras que U17 solo el 16,1%. Este
ultimo mostr6 sensibilidad a pH menores de 7,5 e inactivacidon a temperaturas superiores
de 70 °C, ademas, presentd un periodo de latencia de 90 minutos y tamaiio de explosion
de 185 UFP / célula. Genotipicamente, todos los fagos fueron estrictamente liticos, sin
genes de resistencia a antibidticos, virulencia o represion. Concluyeron que sus
caracteristicas fenotipicas y gendmicas hacen que estos fagos sean candidatos

prometedores para fines terapéuticos, ya sea individualmente o en combinacion.

Rieper et al. (16) en el 2025, aislaron 25 bacteridofagos de aguas residuales de Alemania
para probar su susceptibilidad en 141 cepas de P. aeruginosa para determinar qué fago es
el mas adecuado para terapia. Compararon dos métodos de aislamiento: la técnica DLA
y el ensayo de muerte planctonica (PKA), cuya correlacion fue del 70%, siendo PKA mas
eficaz para predecir la susceptibilidad de los fagos, por ser mas rapido y menos propenso
a la interpretacion individual. A través de microscopia electronica de transmision (TEM)
los fagos se clasificaron en miovirus, podovirus, sifovirus y fagos jumbo. Se concluyo
que el 72% de los fagos eran estrictamente liticos, esto ademas de rangos de hospederos
adecuados y factores como la estabilidad a diferentes pH y temperaturas permite

determinar si un fago puede usarse con fines terapéuticos.



Zhang et al. (17), en el 2024, caracterizaron dos bacteriéfagos (YL1 y YL2) de P.
aeruginosa a partir de aguas residuales de una granja en China con el objetivo de sentar
bases para el desarrollo de terapias fagicas para P. aeruginosa en animales silvestres.
Usaron la técnica DLA para su aislamiento. EI TEM reveld que los fagos tenian la
morfologia tipica de un podovirus. YL1 mostr6 un rango de hospederos del 40,6% (67 de
165 bacterias) y YL2 del 32,1%. Ambos fagos mantuvieron su actividad a pH de 4 a 10
pero fueron sensibles a irradiacion UV. YL1 y YL2 presentaron periodos de latencia
cortos, de 10 y 15 minutos respectivamente. Evaluaron su eficacia en un modelo murino
con neumonia hemorrégica, observando una reduccion significativa de la carga bacteriana
pulmonar. Concluyeron que, YL1 e YL2 tienen el potencial terapéutico contra P.

aeruginosa MDR siendo mas efectiva la terapia con coctel de fagos que con un solo fago.

Akremi et al. (18) en el 2022, tuvieron como objetivo caracterizar fagos liticos de P.
aeruginosa en aguas residuales de Tunez identificaron 4 fagos mediante DLA cuyo
analisis genomico con VirulenceFinder revelo la ausencia de fagos asociados a toxinas o
RAM. El rango méaximo de hospederos fue del 30%. Los cuatro fagos mostraron una
formacion Optima de placas liticas a 37 °C y pH 7. Ademads, mostraron estabilidad a
temperaturas de 4 a 50 °C y pH entre 5 y 9. El fago Ps12onD, tuvo un periodo de latencia
10 minutos y un tamafio de explosion de 115 UFP / célula. El analisis del genoma revelo
que los fagos pertenecieron al género Pakpunavirus. Determinaron que estos fagos debido
a su amplio rango de hospederos, estabilidad térmica y de pH son excelentes candidatos
para aplicarlos como respuesta a la resistencia bacteriana, recomendando estudios para

confirmar su eficacia in vivo.



Gonzalez et al. (19) en el 2018, caracterizaron fagos liticos de P. aeruginosa con el fin
de poner a prueba su potencial como alternativa antimicrobiana. El aislamiento se realizd
a partir de 50 muestras de aguas residuales domésticas en Venezuela, mediante la técnica
de DLA. Evaluaron el rango de hospederos empleando cepas de P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Micrococcus luteus.
Como resultado, en el 60% de las muestras obtuvieron fagos antipseudomonicos, dentro
de los cuales el 85% infectaron a todas las cepas de P. aeruginosa con un promedio de
0,5 — 3 mm de la placa de lisis, ademas dos fagos lisaron a S. aureus. El mayor conteo de
calvas fue obtenido entre las temperaturas de incubacion de -20 °C a 25 °C. Concluyeron
que los bacteriotagos aislados son especificos para P. aeruginosa, presentando placas de
lisis de tamafio considerable, haciéndolos candidatos adecuados para en el desarrollo de

agentes con interés biomédico para el control de P. aeruginosa MDR.

Sanchez (2) en el 2020, con la finalidad de caracterizar fenotipicamente bacteriofagos de
P. aeruginosa multirresistente (PAMR) aislados de agua de albafial en Trujillo - Peru,
empled la prueba spot test y DLA. En los resultados, los fagos mostraron una alta
sensibilidad a la luz UV perdiendo incluso el 100% de su infectividad. Por otro lado, 6
fagos lisaron entre 5 y 8 de las 10 bacterias de PAMR, mientras que, algunos mantuvieron
su infectividad a pH 9 y la perdieron a pH 3. La mayoria fueron estables a temperaturas
a 42 °Cy 47 °C. Concluyeron que algunos fagos a pesar de haber presentado un amplio
rango de hospederos no serian ideales para ser empleados en un coctel de uso terapéutico
ya que su infectividad se vio reducida por las diferentes condiciones, mientras que otros

fagos a pesar de tener su rango de hospederos estrecho mantuvieron su infectividad.



Llanos (20) en el 2019, con el fin de aislar bacteriofagos de efluentes hospitalarios y agua
del rio Lurin, Lima — Perq, utilizd como hospederos aislamientos clinicos de P.
aeruginosa MDR. La deteccion y preparacion de suspensiones la realizo por la técnica de
DLA. Determino la especificidad litica frente a P. aeruginosa y otras bacterias ATCC;
realiz6 la curva de crecimiento de un solo paso por el método de “bacteriophage agar”.
Aislo 9 fagos, la mayoria presentd un halo de 4 mm con centro claro. El fago nativo
OMARC-GA presentd un periodo de latencia de 40 minutos y un tamafio rafaga de 100
UFP/célula; el periodo de ensamblaje y liberacion inicid a los 40 minutos y durd 15
minutos. La TEM indicé que el fago pertenecié los podovirus. El bacteriofago infecto a
un 14% de la poblacion total de aislados. Concluyd que, liberar un niimero alto de
progenie aumenta las probabilidades de que el fago alcance a mas bacterias blanco,

incrementando asi sus concentraciones en presencia del hospedero.

Alegre (21) en el 2019, tuvo como objetivo caracterizar un bacteridfago litico de Listeria
monocytogenes a partir de aguas servidas de camales en Lima - Peru, empleando DLA.
Las placas litica del fago ASCF1 formaron un didmetro promedio de 0,0446 mm con un
titulo de 4,07 x 1011 UFP/mL. El fago tuvo estabilidad a 4 °C, 25 °C y 45 °C y tolerancia
a pH 4cido y alcalino, teniendo a pH 9 una mayor concentracion. El fago liso aislados de
L. monocytogenes y en menor medida de Vibrio cholerae y Salmonella Typhimurium.
Tuvo una multiplicidad de infecciéon (MOI) 6ptima de 10 con periodo de latencia de 120
minutos y un tamafio de explosion de 9,72 UFP / célula. Afirm6 que los fagos al estar
adaptados a sus hospederos son estables a temperaturas y pH cercanos a la de estos. El

fago, ademas, puede ser aplicado para descontaminar superficies y alimentos.



Garcia y Porras (3) en el 2018, con el fin de aislar y caracterizar bacteridfagos de P.
aeruginosa MDR a partir de muestras de agua de tres rios de la provincia de Lima, Pert,
emplearon la prueba spot test para el aislamiento y DLA para la cuantificacion.
Obtuvieron 10 lisados activos contra P. aeruginosa MDR, teniendo periodos de latencia
en su mayoria entre 0 y 10 minutos con tamafios de explosion de 15 a 3 688 UFP/célula
y tasas de adsorcion entre 1,91 x 1072 y 1,32 x 10™8 mL/minutos. Determinaron que
tener cortos periodos de latencia y grandes tamafios de explosion pueden contribuir a que
los fagos sean potenciales agentes terapéuticos, ya que, aumentan las posibilidades de

controlar mejor las poblaciones bacterianas.

Punil (22) en el 2017, tuvo como objetivo caracterizar un bacteriofago especifico de
Escherichia coli proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales en Lima,
Peru. El aislamiento lo realizé por spot test y los demas ensayos por la técnica de DLA.
El fago ®GF1 fue estable a un rango de pH 5 a 8 y temperaturas de 40 °C y 50 °C hasta
por 1 hora; sin embargo, a pH 3 y 4 se degradaron en mayor medida. Posterior a 4 meses
de almacén a 25 °C, 4 °Cy -20 °C la temperatura 6ptima fue de -20 °C en la cual redujo
solo 49% su concentracion. El fago infectd 3 aislados en estudio, ademds de cepas ATCC
de E. coli y Shigella sonnei. El tiempo de latencia fue de 15 minutos y su tamafio de
explosion de 85 UFP/célula. La estructura del fago fue de un podovirus. Concluy6 que el
fago ®GF1 al presentar un amplio rango de hospedero y otras caracteristicas lo convierte

en un buen candidato para reducir la contaminacion por E. coli.



2.2. Bases tedricas

2.2.1. Epidemiologia

La incidencia de infecciones asociadas a la atencion de salud (IAAS), en paises de bajos
y medianos ingresos son de 3 a 4 veces mayor en comparacion a los paises mas
desarrollados, ademas conducen al incremento de las estancias hospitalarias, resistencia
a los antimicrobianos y tasas de mortalidad maés altas (23). Uno de los tipo mas frecuente
de IAAS, es la asociada al ventilador mecanico que afecta al sistema respiratorio, siendo
causadas con mayor frecuencia por bacterias gramnegativas, en particular de los géneros

Acinetobacter, Pseudomonas, Escherichia y Klebsiella (24).

En Estados Unidos, las infecciones provocadas por microorganismos resistentes generan
alrededor de 35 mil muertes anuales (25). Las bacteriemias en pacientes con cancer,
causadas por P. aeruginosa MDR representa un tercio de los casos (26). En 2017, el 60%
de las bacteriemias en pacientes con leucemia en China fueron a causa de bacterias
gramnegativas incluido P. aeruginosa la cual representd el 65% de los casos (27). Por
otro lado, en un hospital publico de Argelia, se analizaron 85 muestras clinicas de
diferentes pacientes de las cuales 57 resultaron positivas para infeccion bacteriana, la
mayoria de los casos correspondieron al area de pediatria y cirugia teniendo como

patogeno predominante E.coli seguido por S.aureus, K.pneumoniae y P.aeruginosa (28).

P. aeruginosa causan infecciones con una mortalidad a nivel mundial que varia de 35%
a 70% (29). Es la segunda causa mas comin de neumonia adquirida y asociada al
respirador, en unidad en cuidados intensivos (UCI) pediatrico es la causa més frecuente
de neumonia intrahospitalaria (30). Produce bacteriemias de 4% a 6% de los casos

llegando hasta 20% en pacientes quemados internados en UCI (31). En Casanare —



Colombia, fue el microrganismo aislado mas prevalente siendo causante de infecciones
del torrente sanguineo, neumonia asociada al ventilador mecanico e infeccion sintomatica

del tracto urinario en pacientes UCI pediatrico y adulto (32).

En el Hospital Universitario de Heraklion, Grecia, en el 2023 el aislamiento mas comun
y con mayor resistencia fue P. aeruginosa con una mortalidad del 44,2% del cual un
29,6% de defunciones fue a los 30 dias de generada la sepsis, esto en pacientes con alta
probabilidad de ser hospitalizados en UCI (33). En Espatfia, en los afos 2016 - 2020, del
total de bacteriemias, P. aeruginosa tuvo una frecuencia del 32,5%, causando un 35% de
mortalidad (34). Existe una tendencia creciente de infeccidon por P. aeruginosa
susceptible a los carbapenémicos, pudiendo estar asociado con un mayor consumo de

cefalosporinas de tercera generacion durante la pandemia de COVID-19 (35).

En doce regiones del Pert, a partir de aislamientos de instituciones prestadoras de
servicios (IPRESS), se encontrd una prevalencia de 42,2% del orden Enterobacterales,
32,9% de P. aeruginosa y 24,9% de Acinetobacter spp. (36). Asimismo, los mayores
porcentajes de bacterias gramnegativas aisladas en UCI del Hospital Victor Lazarte
Echegaray en Trujillo entre el 2021 y 2022 fueron K. pneumoniae, P. aeruginosa y A.

baumannii (37).

El Ministerio de Salud (MINSA), en el 2022 notifico una alerta epidemioldgica, debido
a brotes de IAAS generados por Enterobacterales, P. aeruginosa y Acinetobacter spp.
indicando que los establecimientos con pacientes COVID-19 y UCI deben fortalecer
vigilancias epidemiologicas y realizar screening de la presencia de carbapenemasas con

confirmacion fenotipica (36). Como parte de la vigilancia epidemioldgica en Pert, en el



2020 se detectd carbapenemasas de tipo KPC en P. aeruginosa, esta enzima puede
diseminarse a través de elementos moviles genéticos hacia otras bacterias
intrahospitalarias, aumentando la morbimortalidad de los pacientes (38). La frecuencia
de P. aeruginosa en ese mismo afio en muestras de secreciones endotraqueales de

pacientes hospitalizados en una clinica privada de Lima fue del 29,3% (39).

En pacientes del servicio UCI de dos hospitales de Cajamarca, en el 2020 se determin6
que el 60% de aislados correspondieron a P. aeruginosa productoras de BLEE (B-
lactamasas de espectro extendido), conteniendo un gran reservorio de genes de resistencia
(40). En el HRDC, la bacteria gramnegativa aislada con mayor frecuencia en cultivos de
servicio de UCI del 2016 al 2018 fue P. aeruginosa (41,3%), que fue resistente a todos
los antibidticos probados en los que se incluye ciprofloxacina, imipenem, gentamicina,
ceftazidima, levofloxacino y tobramicina (41). En el 2018 se determin6 que, de las cepas
gramnegativas no fermentadoras aisladas de pacientes en unidades criticas del HRDC, el

10,8% son P. aeruginosa productoras de carbapenemasas (42).

2.2.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria patdogena oportunista considerada como aerobia facultativa,
es gramnegativa, tiene forma abastonada con 0,5 a 1 um de didmetro y 1,5 a 5 um de
largo; no forma esporas y posee un flagelo polar por lo que es mévil, aunque se han
observado cepas con dos o mas flagelo; su temperatura optima de crecimiento es de 25
°C a 37 °C, pudiendo crecer a temperaturas superiores de los 42 °C lo que permite
diferenciarla de otras especies del género Pseudomonas (43). Forma parte del grupo de
los no fermentadores obteniendo energia de la oxidacion de azlcares, es catalasa y

oxidasa positivo e hidroliza la arginina (44,45).
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Las colonias formadas producto del crecimiento de esta bacteria a menudo se observan
con un brillo metélico y olor a frutas, aquellas cepas que no forman pigmentos presentan
un color gris palido y cuando son cultivadas en agar sangre normalmente producen
hemolisis (46). La mayoria de las cepas producen pigmentos que se tornan fluorescentes
bajo luz ultravioleta de onda baja sobre todo cuando crecen en un medio de cultivo con
hierro limitado; estos pigmentos son la pioverdina (amarillo verdoso), la piorrubina (rojo
pardo) y la piocianina (azul verdoso) la cual se evidencia cuando la bacteria se cultiva en

medio King A (45,47).

La piocianina promueve la persistencia de P. aeruginosa en los pulmones de pacientes
con fibrosis quistica e interfiere con funciones celulares como la respiracion, el
crecimiento, la homeostasis del calcio y la liberacion de prostaciclina de las células
endoteliales pulmonares, ademas, induce a la persistencia de otras especies, como A.
baumannii, en entornos polimicrobianos (48,49). La pioverdina permite que las bacterias

se multipliquen en ausencia de iones ferrosos (50).

P. aeruginosa presenta un cromosoma con un alto contenido de G y C (65-67%), que le
permite codificar una gran variedad de enzimas asociadas a diversas vias metabolicas, lo
que le confiere una notable versatilidad nutricional y metabolica, permitiéndole
sobrevivir en entornos acuosos con nutrientes minimos, como fluidos de irrigacion y
dialisis e incluso desinfectantes (46,49). Puede colonizar regiones humedas del cuerpo
como la faringe, mucosa nasal, las axilas o el perineo; ademas, puede persistir en
superficies secas durante un largo periodo debido a la formacién de biopelicula,

contaminando a menudo equipos de atencion médica (51,52).
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P.  aeruginosa genera infecciones que son prevalentes en pacientes
inmunocomprometidos, con fibrosis quistica, quemaduras, leucemia aguda y trasplantes
de o6rganos (53). Las infecciones ocurren en cualquier sitio donde exista humedad como
las vias urinarias y respiratorias, provoca ademas, infecciones como queratitis,
endocarditis, meningitis, dermatitis y otitis; la mayoria de pacientes con endocarditis por

P. aeruginosa requiere el reemplazo de valvula ya que es dificil de erradicar (46,54).

2.2.2.1. Factores de patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa debe su virulencia a una variedad de factores que son importantes en la
patogénesis, estos factores incluyen adhesinas, exotoxinas, proteasas, hemolisinas, entre
otros, que mejoran la capacidad de la bacteria pasa colonizar, invadir y persistir dentro de

los tejidos del hospedero (51,52).

Posee seis tipos de sistemas de secrecion, que incluye el pili tipo IV (T4SS) que le
confiriere la capacidad de realizar “swarming” y “twitching motility” un movimiento de
relajacion contraccion, independiente del flagelo; los T4SS permiten la adhesion al
hospedero, diseminacion y agregacion de microcolonias (44,55). El sistema de secrecion
tipo III (T3SYS), es el mas comun en patdgenos gramnegativos, transporta toxinas, facilita
la colonizacién del hospedero y la sefalizacidn quimiotactica, e inyecta proteinas
efectoras que alteran la respuesta inmune, generando dafio y muerte celular; ademas, se

asocia a un incremento del riego de mortalidad de hasta seis veces (45,56).

La exotoxina A es secretada por el sistema de secrecion tipo II (T2SS), inhibe el factor
de elongacion (eEF-2) y la sintesis de proteinas, su expresion esta inducida por las

condiciones limitantes de oxigeno en el hospedero, esta toxina posee ademas actividad
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inmunodepresora (56). La proteasa alcalina, una metaloproteasa secretada por el T1SS,
activa el canal de sodio epitelial en la fibrosis quistica, degrada el interferon gamma e
inhibe el consumo de oxigeno de los neutrofilos (51,52). La destruccion tisular generada
por P. aeruginosa también se debe a la accion de las elastasas que hidrolizan la elastina,
el fibrindgeno, el colageno y las inmunoglobulinas (56). Las exoenzimas S y T, toxinas
extracelulares, por su parte, producen dafios en las células epiteliales facilitando la

diseminacion bacteriana e invasion tisular (44,51).

El flagelo de P. aeruginosa posee las proteinas FliD y F1iC, la primera permite la adhesion
a la mucosa de las vias respiratorias, mientras que la segunda desencadena la secrecion
de péptidos antimicrobianos y la accidén de los neutréfilos induciendo una respuesta
inflamatoria, para evitar esta induccion P. aeruginosa suprime la regulacion del gen que
codifica para la flagelina y asi cambia su fenotipo a una cepa mucoide, a través de la
produccion de grandes cantidades de alginato, el responsable del mal pronostico y la

mortalidad de pacientes con fibrosis quistica (44,46).

La biopelicula o capsula extracelular producida por P. aeruginosa estd compuesta
principalmente por alginato, aunque también contiene ADN extracelular, fimbrias y
proteinas en la matriz extracelular las que se unen a antimicrobianos (6). La biopelicula
incrementa la tolerancia a los antibidticos hasta en 100 veces (57). Algunas cepas de P.
aeruginosa no producen alginato por lo que su biopelicula se compone por una matriz de
polisacaridos codificada por los loci ps/ 'y pel, el locus psl codifica un polisacarido rico
en manosa que contribuye a la interaccion con la superficie celular y a la formacion de
biopeliculas, mientras que el locus pel contiene genes para la sintesis del componente rico

en glucosa de la matriz de la biopelicula de P. aeruginosa no mucoides (58).
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El proceso de regulacion de biofilms implica varios sistemas de sefializacion, el C — di-
GMP permite el cambio mdvil a sésil de la bacteria y estd involucrado en la produccion
de alginato, brindandole la capacidad de retencion de agua, nutrientes y estabilidad (59).
Por otro lado, en condiciones de estrés o condiciones ambientales desfavorables como pH
extremo y reduccion de osmolaridad, se inhibe la transcripcion de genes que contribuyen

a superar dichas condiciones (58,59).

2.2.2.2. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en P. aeruginosa

Los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa incluyen resistencia natural, debido a la
presencia de una membrana poco permeable, enzimas B-lactamasas, AmpC inducible y
sistema de bombas de expulsion de antimicrobianos que son dependientes de energia,
teniendo, ademas, una resistencia adquirida mediante diversos mecanismos como

plasmidos y resistencia adaptativa a través de la formacion de biofilm (51).

A. Resistencia intrinseca
Las bombas de eflujo bacteriano se clasifican en cinco familias, entre estas, las que mas
contribuyen a la resistencia antimicrobiana en P. aeruginosa son las pertenecientes a
familia de Division de Nodulacién por Resistencia (RND), que presentan proteinas
enlazadoras peripladsmicas, proteinas de canal de porina de membrana y un transportador
de membrana citoplasmica (47). La familia RND consta de eflujo de multiples farmacos
y porinas de membrana externa (Opr), estos dos componentes facilitan el eflujo de

compuestos toxicos (60).

La bomba de efluyjo MexAB-OprM fue la primera descubierta, esta exporta

antimicrobianos B-lactdimicos como cefalosporinas, aminoglucosidos, tetraciclinas,
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trimetoprima y eritromicina (48). Los sistemas de eflujo MexAb-OprM, MexCD-Opr] y
MexXY-OprM también contribuyen a la resistencia a carbapenémicos (61). Las cepas
silvestres de P. aeruginosa poseen resistencia a clases especificas de drogas,
anteriormente mencionadas, sin embargo, la bomba de efluyjo MexXY amplia esta

resistencia a macrolidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol y novobiocina (61).

La membrana externa de las bacterias gramnegativas actia como una barrera de seleccion
lo que complica que el antimicrobiano penetre (44). Las porinas forman canales de
proteina que permiten el eflujo de drogas como los B-lactamicos, aminoglucosidos y
tetraciclinas, a través de la modulacioén del tamafio del poro y perturbando la difusion
normal del antimicrobiano (10). La resistencia a carbapenémicos se debe a la ausencia de
permeabilidad en la porina OprD, al aumento de la expresion de las bombas de expulsion

activa y a la produccion de metaloenzimas (51,60).

P. aeruginosa posee enzimas inactivadoras de antimicrobianos, tales como las -
lactamasas que se clasifican en cuatro clases: A, Cy D, que utilizan una serina en el sitio
activo para hidrolizar a los B-lactamicos, y los de la clase B que requieren iones de zinc
para este proceso (62). P. aeruginosa produce B-lactamasas de clase C que inhiben
cefalosporinas antipseudomonales, algunas cepas incluso generan P-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) como las de tipo OXA que hidrolizan la oxacilina y en un
inicio se identificaron en P. aeruginosa (63,64). Las metalo B-lactamasas (MBL),
enzimas de clase B de Ambler, poseen zinc en su sitio activo, siendo de relevancia las
codificadas por el integron Verona (VIM) y las de tipo activo en imipenem (IMP)

(47,48,52).
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B. Resistencia adquirida

La resistencia adquirida puede ser impulsada por mutaciones y transferencia horizontal,
esto involucra varios mecanismos en los que se incluyen el incremento en la produccion
de B-lactamasas, mutacion de porina, reduccion de permeabilidad de membrana,
sobreexpresion de bombas de eflujo e incluso modificaciéon en los objetivos de los
antimicrobianos (48). La sobreproduccion de B-lactamasas implica la mayor produccion
de la cefalosporinasa cromosémica ampC generada a menudo por la inactivacion de

dacB que codifica la proteina de union a penicilina (PBP) y ampD (52).

Por otro lado, las mutaciones de porinas que provocan la deficiencia de OprD confieren
resistencia al imipenem; asi también, las mutaciones en genes reguladores como mexR,
nalB o nalC pueden alterar el control normal de la expresion de la bomba de eflujo
generando una sobreexpresion de la bomba de eflujo MexXY-OprM aumentando la
resistencia a fluoroquinolonas y B-lactactamicos (52,60,62). A través de mutaciones, P.
aeruginosa puede modificar el blanco de los antimicrobianos, mutaciones en genes que
codifican ADN girasa y topoisomerasa IV pueden alterar la afinidad de unioén de estas

proteinas a las quinolonas reduciendo su susceptibilidad (65).

P. aeruginosa, ademas, adquiere por transferencia horizontal genes que confieren
resistencia a los aminoglucosidos, B-lactdmicos y MBL del tipo IMP, VIM, NDM, SPM,
GIM y FIM, estos a menudo se asocian con elementos genéticos como interferones,
plasmidos, transposones y profagos; los principales mecanismos de transferencia de

genes involucran conjugacion y transduccion (62,66).
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C. Resistencia adaptativa
Un importante factor de patogenicidad y de supervivencia que emplea P. aeruginosa es
la formacion de biopelicula, donde comunidades de esta bacteria se encapsulan en una
matriz de sustancia polimérica extracelular (EPS), esta matriz brinda proteccion fisica
contribuyendo a la evasion del sistema inmune y la resistencia a los antimicrobianos (47),
ademas, le brinda tolerancia a la desecacion y permite el almacenamiento de nutrientes,

debido a esto posee una elevada actividad enzimatica (67,68).

La formacion de la biopelicula es regulada por factores como el sistema de deteccion de
quorum y sistemas reguladores GacS/GacA y RetS/LadS, siendo GacA el responsable de
regular la formacion de biopeliculas y RetS de su inhibicion, por otro lado, la estructura
de la biopelicula es estabilizada por los exopolisacaridos, alginato, Pel y Psl (55). El ADN
extracelular (eDNA) contribuye a la adhesion inicial entre las células, influye en la
resistencia a los aminoglucdsidos y protege a la biopelicula de los detergentes (69).
Niveles altos de Di-GMP ciclico (c-di-GMP) estan asociados con la formacion de

biopelicula, mientras que niveles bajos generan un crecimiento plancténico (69,70).

El quérum sensing (QS) depende de la liberacion de autoinductores, moléculas de
sefializacion que permiten la comunicacion con otras bacterias, P. aeruginosa posee los
sistemas LasR/I y RhIR/I que estan estrechamente conectados e influenciados por un
sistema de sefializacién de quinolonas de Pseudomonas (PQS), estos sistemas regulan la
produccion de factores de virulencia como la elastasa, proteasa alcalina, exotoxina A,
piocianina y superdxido dismutasas, ademas, la molécula de homoserina lactona acilada
(AHL) de QS, molécula de senalizacion, es un sistema de regulacion general que controla

la expresion de factores de virulencia y procesos metabdlicos primarios, el entendimiento
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de esta red de deteccion de quérum en P. aeruginosa permite obtener informacidn sobre
la forma en como esta bacteria provoca enfermedades e incrementa su resistencia a los

antimicrobianos (71,72).

2.2.2.3. Niveles de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

Se emplean numerosas definiciones para la caracterizacion de patrones de resistencia en
microrganismos grampositivos y gramnegativos, la mayoria de autores define una cepa
MDR como aquella que presenta resistencia a tres 0 mas clases de antimicrobianos (73).
Magiorakos et al., fijaron categorias especificas para cada microorganismo o grupo
bacteriano, en el caso de P. aeruginosa se definieron las siguientes categorias:
aminoglucoésidos, carbapenémicos antipseudomonales, cefalosporinas, fluoroquinolonas,
penicilinas antipseudomonales en combinacion de inhibidores de B — lactamasas,

monobactamicos, acidos fosfonicos y polimixinas (74).

Segtn esta clasificacion un aislamiento de P. aeruginosa es MDR cuando es no
susceptible a al menos un agente antimicrobiano en tres o mas de estas categorias, es
extremadamente resistente a los medicamentos (XDR) cuando al aislamiento muestra
resistencia a una amplia gama de antimicrobianos de todos las categorias excepto a un
maximo de dos y por ultimo, P. aeruginosa se considera panrresistente (PDR) cuando la
bacteria no es sensible a ningun antimicrobiano (74). Esta clasificacion es empleada por

la Unioén Europea como parte de los criterios para la vigilancia de la RAM (75).

En el consenso de la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los
Antibidticos del 2019 se categorizaron patdégenos segun su nivel de resistencia, se

consensud tener en cuenta solo los grupos de antimicrobianos que se prueban
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normalmente en los laboratorios clinicos de la region con el fin de monitorear los
fenotipos de resistencia, en P. aeruginosa los grupos de antimicrobianos planteados
fueron: piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, aztreonam, imipenem,
meropenem, amikacina, ciprofloxacino o levofloxacino y colistina (73). La separacion de
ciertos antimicrobianos en grupos diferentes a pesar de pertenecer a la misma familia esta
basada en que algunos mecanismos de resistencia son exclusivos, por ejemplo, un
aislamiento clinico podria ser resistente a ceftazidima, pero sensible a cefepima; se
establecio que P. aeruginosa es considerada como MDR si presenta resistencia al menos
a tres de los 10 grupos de antimicrobianos, si la bacteria es resistente a 8§ 0 9 grupos se
clasifica como XDR y por tultimo, cuando la cepa es resistente a todos los grupos de

antimicrobianos se considera PDR (73).

Cada antimicrobiano considerado presenta diferentes puntos de cortes los cuales estan
definidos por guias internacionales como el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio
(CLSI), el Comité Europeo sobre Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST)
y Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (76,77).
Los métodos para las pruebas de susceptibilidad de P. aeruginosa deben ser aprobados
por las guias internacionales antes mencionadas, dentro de estos se incluyen difusion por
discos, microdilucién y macrodilusion en caldo o diluciéon en agar existiendo, ademas

métodos automatizados y tiras con gradientes de antimicrobianos aprobados (73,74).
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2.2.3. Bacteriofagos

Los bacteridéfagos son virus que infectan bacterias y arqueas, consumen sus recursos y
usan su maquinaria biosintética para replicarse, en el ambiente se encuentran en
concentraciones de 3,16 x 10° fagos/mL, por lo general son detectados en muestras de
aguas residuales y vegetales (78). Se estima que por cada célula bacteriana hay 10 fagos,
ademds, se ha calculado que diariamente eliminan alrededor del 40% de biomasa

bacteriana (79,80).

El tamafio de los bacteriéfagos oscila entre 20 y 300 nm (81). Se pueden clasificar en base
a propiedades morfoldgicas como tamafio, forma, presencia o no de envoltura, simetria
de la capside y estructura; propiedades fisicoquimicas como masa molecular, coeficiente
de sedimentaciéon y tamano del genoma; propiedades bioldgicas como rango de
hospederos, modo de transmision, distribucion geografica y patogenicidad, ademas, se

clasifican con base en sus proteina y lipidos (46,54).

2.2.3.1. Naturaleza del genoma de los bacteriéfagos

El tamaiio del genoma de los bacteriéfagos varia en gran medida, desde el fago L5 de
Leuconostoc mesenteroides con 2435 pb hasta el fago G de Bacillus megaterium, con
498,000 pb (82). Desde una perspectiva genémica, los fagos se componen de “mddulos”
compuestos por uno o varios genes que se intercambian por recombinaciéon en

ubicaciones especificas, esta teoria es denominada “teoria modular” (82—84).

La teoria modular de Botstein describe que hay secuencias enlazadoras especiales entre
los médulos que promueven la recombinacion homologa lo que representa una ventaja

selectiva, a medida que se han obtenido secuencias de ADN de estos fagos se evidencio,
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que estos mosaicos se generan entre genes no dentro de ellos, ademas, en muchos casos
existe poco o ningun espacio entre genes que puedan albergar estas secuencias
enlazadoras, incluso las comparaciones de secuencias no muestran similitud entre los
limites de mosaico (85,86). Por este motivo, en lugar de suponer que la recombinacion
ocurre solo en sitios predeterminados entre genes se propone que ocurren aleatoriamente
en cualquier parte del genoma, es decir, por recombinacion ilegitima o no homologa y
cuando esta produce proteinas disfuncionales se eliminan porque proporcionan una

desventaja selectiva al fago recombinante (82,84,86—88).

Los bacteriofagos lisogénicos por lo general son de naturaleza mosaico en comparacion
con los liticos, esto se debe a que poseen mayor frecuencia de union y recombinacioén con
otros virus, estos fagos pueden utilizar la transferencia horizontal de genes para la
evolucion de sus hospederos bacterianos promoviendo ademas, el intercambio genético

entre bacterias contribuyendo a la aparicion de nuevos patdgenos bacterianos (82,89,90).

Los genes esenciales para la funcion adecuada del virus son denominados genes centrales
o estructurales, estos presentan un alto grado de conservacion de secuencia y un grado
minimo de mosaicismo a medida que el fago evoluciona, a diferencia de otras zonas mas
flexibles del genoma con genes no centrales, que no son comunes entre grupos de fagos
y que a menudo se encuentran en regiones hiperplasicas (HPR); a pesar de que la funcion
de la mayoria de los genes no centrales sea ain desconocida y se sugiera que no son
esenciales para la supervivencia del fago, podrian representar un repositorio para generar

nuevos genes a través de mutacion y recombinacion (81,82,85,91).
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2.2.3.2. Genoma de los bacteriofagos

El genoma de los fagos se compone de regiones de ADN altamente conservadas
complementadas con regiones de elevada variabilidad y aunque no existe un gen comun
en todos los virus una amplia gama de genomas de bacteri6fagos puede compartir varios
genes distintivos abarcando un determinado conjunto morfoldgico, estos genes son
responsables de funciones esenciales, un ejemplo son los que codifican la proteina de
capside jelly-roll (JRC) y la proteina helicasa de la superfamilia 3 (S3H), ambos pueden
transferirse entre virus de ADN y ARN (87,92). La proteina de medida (TMP) producto
de un gen distintivo es caracteristica en casi todos los bacteriéfagos con cola, sin embargo,
es altamente variable ya que su longitud determina la longitud resultante de la cola del

fago (82,83,93).

La infeccion lisogénica requiere de proteinas integrasas virales, genes que codifican estas
integrasas se consideran distintivos, sin embargo, no se encuentran en bacteri6fagos
estrictamente liticos, estos presentan sus propios modulos que contienen genes distintivos
para la erradicacion del huésped tras la infeccion (81). Basada en las similitudes
modulares se ha desarrollado un programa informatico, Phage Classification Tool Set
(PHACTYS) para predecir si un bacteridofago es litico o lisogénico con una precision del
99%, esta herramienta es un claro ejemplo de como aprovechar los genes distintivos

virales para obtener informacion del genoma de un fago (82,94).

Un parametro importante de evaluacion de los fagos es determinar la similitud de
secuencias de nucledtidos que debe abarcar mas del 50% de su genoma, considerando,
ademas la identidad de nucledtidos promedios y el contenido genético (92). Los fagos se

desplazan rapidamente infectando diferentes bacterias hospederas, incluso mas veloces
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de lo que sus genomas se adaptan para parecerse a los de sus hospedadores, por este
motivo, los perfiles gendmicos de los fagos no solo reflejan las bacterias que infectan
actualmente, sino también a las que han infectado en el pasado dejando rastros de su

trayecto evolutivo (81,82,87).

2.2.3.3. Taxonomia y estructura de los bacteriofagos

La estructura de los fagos estd determinada por proteinas estructurales que los proveen de
una cola, fibras caudales, laminas basales o espiculas y cuello (95,96). La organizacion
espacial de estas proteinas determina su morfologia pleomorfica, icosaédrica, filamentosa
o binaria (80). Los fagos binarios presentan genomas entre 17 y 500 kb y colas que varian
entre 10 - 800 nm de longitud (97). Los fagos poseen proteinas para el reconocimiento
celular dependiendo de su complejidad, por ejemplo, los pertenecientes a la familia
Leviviridae (icosaédricos) poseen una unica proteina menor en la capside para este fin,
mientras que, la familia /noviridae (de simetria helicoidal) y los pertenecientes a las
familias Tectiviridae, Corticoviridae y Cystoviridae (icosaédricos) dedican multiples

proteinas a este proposito (82).

El material genético de los fagos puede estar compuesto de ADN o ARN de cadena doble
o sencilla, cerca del 96% tienen doble cadena de ADN (dsADN), sus 4cidos nucleicos
suelen poseer bases modificadas que los protegen de endonucleasas y a su vez cortan los
acidos nucleicos del hospedero durante la infeccion (54). Segun el Subcomité de Virus
Bacterianos y Arqueas (BAVS) que forma parte del Comité Internacional de Taxonomia
de virus (ICTV), en el 2014 afirm6 que mas del 96% de los fagos pertenecian al orden

Caudovirales, fagos con cola y dSADN, conformado por las familias Myoviridae, poseen
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cola contractil compuesta por una vaina y un tubo central; Shipoviridae, presentan colas

largas no contractiles y la familia Podoviridae con cola corta (82).

En la base del ICTV en el 2016 existian 735 géneros, mientras que, para el 2022 aument6
a 2224 (98). El estandar taxonémico es cambiado por el ICTV a medida que se descubren
fagos, en el 2022 se actualizo la clasificacion de los fagos, aboliéndose varias familias
basadas en morfologia como la Shipoviridae, Podoviridae y Myoviridae, ademas de la
eliminacion del orden Caudovirales, el cual fue reemplazado por la clase Caudoviricetes
que agrupa a todos los virus de bacterias y arqueas con cola, capsides icosaédricas y

dsADN (92,99).

La clase Caudoviricetes contiene 22 familias asignadas a cuatro 6rdenes, tres de ellos
abarcan virus que infectan arqueas, ademas se han establecido 33 familias a las que aun
no se asignan un orden entre ellas se encuentran los Corticoviridae, que posee una
multicapa de proteinas como capside y un genoma circular, Tectiviridae con una capside
proteica rodeando a una vesicula con lipidos y dsADN, la familia Microviridae con ADN
de cadena sencilla (ssADN) y una capside icosaédrica sin envoltura, Leviviridae con ARN
de cadena sencilla (ssRNA) y sin envoltura viral y Cystoviridae con tres segmentos de

dsRNA con una envoltura flexible con lipidos rodeando a la capside (92,99,100).

Las familias actualizadas son mas conservadas debido al aumento de la similitud
promedio generando que la clasificacion sea mas factible, por otro lado, el ICTV,
recomendo6 que los términos de podovirus, miovirus o sifovirus pueden aun ser usados
para reflejar las caracteristicas morfologicas, sin embargo, no presentan significado

taxonomico formal (92,99).
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2.2.3.4. Mecanismos de replicacion

Los bacteridofagos no se adhieren a su hospedero al azar el primer contacto con la bacteria
surge por difusion, colision o adherencia a receptores especificos, los receptores
involucran proteinas, lipopolisacaridos de la pared celular, acidos teicoicos, flagelo y pili
(101). La union se puede dar por interacciones electrostaticas o de iones (102). Los fagos
de bacterias gramnegativas por lo general se unen a proteinas de la membrana externa y
al exopolisacarido, mientras que los fagos especificos de bacterias grampositivas se unen

a los acidos teicoicos o carbohidratos del peptidoglicano (102,103).

Posterior a la adhesion del fago a la superficie celular surgen cambios conformacionales
en las proteinas de la placa basal produciendo poros en la membrana del citoplasma de la
bacteria, la vaina del fago (estructura proteica que forma parte de la cola) se contrae
gracias al ATP, el material genético ingresa al citoplasma celular, la envoltura proteica
queda en el exterior y la pared celular es digerida por una lisozima (13). Luego, los fagos

pueden realizar ciclos liticos y lisogénicos (104).

A. Ciclo litico
El ciclo de replicacion inicia con el reconocimiento de receptores bacterianos, luego de
la adhesion del fago, la punta de la cola penetra la capa de peptidoglucano y la membrana
interna para poder liberar su genoma (82,87). Los bacteriéfagos que no poseen cola
penetran la bacteria hospedera a través de enzimas degradadoras de polisacaridos que
digieren los componentes de la pared celular bacteriana (105). Cuando el ADN entra, la

ARN polimerasa del hospedero reconoce a los promotores virales y el fago inicia la
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transcripcion de genes que codifican proteinas desactivadoras de proteasas y

bloqueadoras de nucleasas (13,81,82).

Genes tardios producen lisozima y proteinas estructurales de la cubierta viral y cola, la
lisozima se empaqueta para iniciar una nueva infeccion y después de que todas las partes
del fago se han generado se ensamblan nuevas particulas fagicas (104). La lisozima,
lisina, endolisina, muramidasa o virolisina permiten que el fago lise a la bacteria ya que
hidrolizan uniones en la mureina o capa de peptidoglucano de la pared celular, ademas,
la enzima holina crea poros en la membrana interna celular y facilita la lisis bacteriana
(82). El nimero de fagos liberados se denomina tamafio de explosion o burst size y el
tiempo transcurrido desde la adsorcién del fago hasta el ensamblaje de las particulas
fagicas se denomina periodo de latencia, ambos pardmetros fundamentales para la

caracterizacion de bacteriéfagos (105,106).

B. Ciclo lisogénico
Los bacteriéfagos lisogénicos o atemperados después de penetrar en el hospedero y
replicar su ADN en el interior de la célula no la destruyen ya que no existe la liberacion
de viriones, en su lugar se integra al genoma del hospedero replicandose como parte de
este, generando un clon de células infectadas que pueden crecer y dividirse por largos
periodos de tiempo, cuando se integra al genoma se le denomina profago, este produce
proteinas represoras que impide la sintesis de enzimas y proteinas necesarias para el ciclo
litico, si la lisogenia se inactiva, el ADN viral es eliminado del cromosoma de la bacteria
y actiia como un virus litico (101,106,107). Los fagos lisogénicos pueden transferir genes

del hospedero a otra bacteria mediante transduccion (106).
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2.2.4. Caracterizacion de bacteriofagos
2.2.4.1. Técnicas de enumeracion e identificacion de bacteriofagos
A. Técnica de la doble capa (DLA)

Es la mas empleada para el aislamiento y cuantificacion de bacteridfagos, para ello se
preparan diluciones de suspensiones de las que se presume contiene fagos, estas son
mezcladas con una bacteria hospedera permisiva (1). Posteriormente, se agregan a un
tubo con medio semiso6lido y son dispersados en un medio solido, durante la incubacion
la bacteria hospedero crece en el medio semisolido excepto donde las particulas fagicas
lisan las células, evidenciado en una zona clara o traslucida denominada “placa litica”
(108). La unidad de fago infeccioso se denomina una unidad formadora de placa (UFP)

(20,109).

B. Ensayo de muerte planctonica (PKA)
Se utiliza para determinar el rango de hospederos, es necesario un espectrofotometro por
lo general con 96 pocillos de fondo plano, en cada pocillo se inocula una suspension
bacteriana que se incuba hasta alcanzar una densidad 6ptica especifica (D Ogponm )- Luego,
se agrega el bacteriéfago a analizar ajustando la MOI, las placas de microtitulacion se
incuban bajo condiciones controladas realizando lecturas periddicas de la DOggopp cada

5 minutos o 15 minutos durante 24 horas (110).

El ensayo incluye un control negativo (sin bacterias ni fagos), un control positivo (solo
bacterias) y tres blancos con antibioticos; a partir de estos datos se generan curvas de
eliminacion para obtener el indice de virulencia, este se determina mediante el area
normalizada bajo la curva (AUC,,,-m) clasificando como hospedador sensible cuando es

<1 (110). La férmula que se emplea es la siguiente:
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[AUC]34" con bacteréfago
[AUC]2H" sin bacteriofago

AUCnorm =

2.2.4.2. Caracterizacion bioldgica de bacteriofagos

A. Rango de hospederos
El rango de hospederos se mide en base a la capacidad de un fago en infectar y replicarse
en una variedad de bacterias, si el bacteriofago posee mas receptores para el
reconocimiento, mas amplio serd su rango de hospedero e infectara a un mayor nimero
de cepas y especies, incluso de diferentes géneros; esto determina su versatilidad (111).
Por lo general, un fago con un rango de hospederos amplio puede tener mayor capacidad

de adaptacion a cambios en las poblaciones bacterianas y en el ambiente (2,109).

El rango de hospederos se describe como estrecho o amplio, sin embargo, alin no existen
estandares aceptados relacionados al nimero o porcentajes minimos de cepas que deben
ser probadas en el analisis (111-113). El término “amplio” es utilizado para describir
fagos que pueden infectar multiples cepas de la misma especie o de diferentes géneros
bacterianos, cuando esto ultimo ocurre a veces es denominado como polivalente
(112,114). Por este motivo, Fong ef al. (112), recomienda que se deben establecer estos

rangos en base a las cepas bacterianas en estudio.

B. Multiplicidad de infeccion
La multiplicidad de infeccion o MOI, es el nimero de viriones agregados por cada
bacteria durante la infeccion, es decir, la relacion entre bacteridéfagos y el nimero de
bacterias en un cultivo (104,115). Determina la probabilidad de que cada bacteria sea
infectada por minimo un bacteri6fago, una MOI elevada significa que existen mas fagos,

lo que puede generar una infecciéon mas acelerada de la poblacion bacteriana, ademas, la

28



competencia entre los fagos por bacterias favoreceria la seleccion de variantes con
ventajas competitivas (21). Por esto, la MOI influye en la produccion de fagos para

aplicaciones terapéuticas maximizando su eficiencia (3,22).

C. Curva de crecimiento de un solo paso
El crecimiento en un solo paso fue disefiado por Ellis y Delbruck en 1939, con el que
pretendia estudiar el crecimiento de los virus, analizando la interaccion del bacteriéfago

con la bacteria de manera cuantitativa (21).

La curva de crecimiento permite dar seguimiento a través del tiempo al ciclo litico del
bacteriofago, la curva muestra el tiempo que tarda la replicacion y generacion de progenie
del fago en el hospedero (113). El periodo de eclipse es la velocidad en la que se replica
el ADN, genera sus proteinas y ensambla fagos maduros, esto se evidencia de manera
experimental realizando una lisis forzada al hospedero con cloroformo (113,116). El
periodo de latencia es el tiempo que tarda desde la infeccion hasta la liberacion de los
fagos a través de la lisis, siendo el tamafio de explosion el nimero de fagos que se liberan

por bacteria infectada (95,117).

2.2.4.3. Caracterizacion microbioldgica

La caracterizacion microbiologica de los bacteriéfagos es esencial para determinar las
propiedades estructurales y funcionales del virion, las cuales estdn vinculadas con su
taxonomia y mecanismo de accion, permitiendo ademas distinguir entre particulas fagicas
activas o viables de inestables o incompletas, siendo esto relevando para el ciclo litico.

En este contexto, la microscopia de epifluorescencia y la microscopia electronica de
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transmision desempenan un papel fundamental al ofrecer una visualizacion detallada de

la morfologia y organizacion del bacteriéfago (118).

A. Microscopia de Epifluorescencia
La microscopia de epifluorescencia es empleada como un método rapido y preciso para
determinar la abundancia de los bacteridfagos en cultivos y muestras ambientales, para
esto se requiere previamente la recoleccion de los virus en un filtro con tamafo de poro
pequefio y su tincidn con un colorante fluorescente que emite luz a una mayor longitud
de onda cuando se une a acidos nucleicos (119,120). La luz genera una particula brillante

mas grande que el tamafio real de las particulas del virus, lo que permite su conteo (95).

La eleccion del fluoréforo depende de varios factores en los que se incluye su capacidad
de excitacion y emision, la afinidad por los bacteriofagos y la compatibilidad con las
condiciones experimentales (96). Es frecuente el uso de SYBR Green I o SYBR-Gold
como tintes ya que penetran las capsides de los fagos y se intercalan con el acido nucleico,

sin embargo, no tifien de forma especifica el ADN bicatenario (119).

Se seleccionan y examinan al menos diez campos al azar con un aumento de 100x, cada
campo en promedio debe contener de 50 a 300 UFP, los valores promedio se multiplican
por factores como: volumen de la muestra depositada, dilucion de la muestra, area de cada
campo, entre otros (119). Al comparar el método de microscopia de epifluorescencia con
el recuento en placa pueden existir diferencias significativas debido a que el primero
cuantifica todas las particulas fagicas que pueden o no estar fisiologicamente activas y
pueden o no ser virulentas (46,120—122). Por esto se recomienda un enfoque combinado

de ambas formas de recuento (122) .
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B. Microscopia electronica de transmision
La microscopia electronica de transmision (TEM) ha proporcionado las bases para el
reconocimiento y establecimiento de las familias de los bacteriofagos, permitiendo
identificar la complejidad y variabilidad de su estructura, asi como de sus dimensiones,
presencia de organulos y capsdmeros en fagos con cola (118). Con la TEM se visualizan
las bacterias infectadas y los fagos dafiados, incluso contribuye a determinar la naturaleza

monofilética de las capsides (105,118).

Se emplea la tincion negativa, su principio es embeber las particulas fagicas con una
solucién de electrones de una sal metalica de alto peso y pequefio tamafio molecular (78).
La TEM para fagos involucra la purificacion de las particulas, la tincion, el control del
aumento y medicion, la observacion, la fotografia y la interpretacion (118). Los tintes
incluyen tunsgatatos como fosfotungstato de sodio y potasio, tungstato de litio, silico-
tungstato de sodio; sales de uranilo (acetato de uranilo, formato de uranilo, acetato de
magnesio, nitrato, oxalato) y molibdato de amonio o vanadio; siendo los méas empleados

el fosfotungstato y el acetato de uranilo (105).

2.2.5. Terapia con bacteriofagos

La fagoterapia es el uso de bacteridfagos para reducir la actividad de bacterias especificas,
sobre todo en aquellas que presentan un elevado nivel de RAM (123). El primer
tratamiento en humanos contra el colera con fagos fue en 1927, en el que se logrd la
disminucion hasta de un 90% de la enfermedad (124). En 2019 se reportd que a partir de
la administracién de un coctel de fagos denominado AB — PAOI en un paciente con

infeccion pulmonar necrotizante causada por P. aeruginosa MDR, se logrd cuatro dias
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después del tratamiento, la sensibilizacion de la cepa permitiendo al paciente salir de UCI

sin presentar signos de la infeccion por la bacteria (125).

Courtwright et al. (126) emplearon un coctel de fagos para eliminar infecciones
pulmonares causadas por P. aeruginosa MDR en candidatos a trasplante de pulmén que
sufrian fibrosis quistica y neumonia dependiendo dos pacientes de ventilacion mecénica.
la administracion la realizaron via intravenosa e inhalada de 2 a 4 semanas, al finalizar el
tratamiento se erradico a la bacteria sin presentar signos de reinfeccion permitiendo el

trasplante pulmonar.

Los bacteriofagos al contrario de los antimicrobianos son especificos por lo que no
modifican la microbiota intestinal, ademas poseen una cinética de destruccion rapida y
capacidad de autorreplicacion en el sitio de infeccion siendo eficaces hasta que la bacteria
diana desaparezca, por lo que no genera ninguna otra alteracion ni afecta a las células

eucariotas (43).

Por el contrario, se presentan ciertos inconvenientes ya que es necesaria la identificacion
rapida del aislado bacteriano causante de la infeccion, debido a la alta especificidad de
los fagos (127). Las preparaciones de fagos deben estar totalmente libres de bacterias y
de sus toxinas, pero la esterilizacion puede inactivarlos, sin embargo, se pueden usar
técnicas de centrifugacion y filtracion estéril (123). Otra desventaja es la seguridad ya
que se debe analizar previamente la habilidad innata de los fagos para transferir ADN de
una bacteria a otra, la transferencia horizontal podria aportar factores de patogenicidad y
virulencia, produciendo bacterias con mayor resistencia, para evitarlo se deben elegir

fagos sin capacidad de transmision genética y exclusivamente liticos (55,123).
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La fagoterapia es limitada por la induccién de anticuerpos neutralizantes del sistema
inmune, el desarrollo de estos anticuerpos puede ser un obstaculo si se precisan terapias
prolongados, no es un problema significativo en la fase inicial del tratamiento ya que la
cinética fagica es mas rapida que la produccion de estos anticuerpos (13,127). Con base
a ello, es recomendable el uso de una mezcla de fagos diferentes o un coctel de fagos,
ademas de incrementar su concentracion y realizar dosis mas frecuentes que dificulten la

respuesta del sistema inmune (55,59).

En Peru la fagoterapia se encuentra alin en una etapa temprana de desarrollo a diferencia
de paises desarrollados. La mayoria de investigaciones estan orientadas a la identificacion
y caracterizacion de bacteriéfagos liticos que infectan a microorganismos patdégenos
relevantes como P. aeruginosa MDR (2,3,20), 4. baumannii (128), E. coli (22), L.
monocytogenes (21), V. cholerae (57), S. entérica (129), entre otros. Estos estudios
reflejan el creciente interés en el pais sobre el uso de bacteriéfagos y sus potenciales

aplicaciones en las areas de salud y alimentos.

2.2.6. Especificidad de bacteriofagos en Pseudomonas aeruginosa

Los bacteriofagos liticos que infectan a P. aeruginosa a menudo presentan genomas de
dsADN y morfoldgicamente se asemejan a los grupos miovirus, sifovirus y podovirus
(130). En el 2019 en la base de datos del NCBI existian 149 fagos de P. aeruginosa con
secuencias de genomas disponibles y completos de los cuales 107 eran liticos, 10 géneros
con mas de un bacteriofago tenian a P. aeruginosa como hospedero nativo exclusivo
(F116, KPP10, LIT1, LUZ7, NP1, P2, PAK P1, PaP2 y YuA) (98,99). Con relacion a su

procedencia la gran mayoria son de muestras clinicas, aguas residuales y del medio
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ambiente (131). Para el 2024 en la base de datos se NCBI existian 275 secuencias de

referencia y 55 géneros diferentes (16).

En base a la especificidad de los bacteriofagos que infectan a P. aeruginosa se han
reportado diversos estudios. Por ejemplo, el fago JJO1 perteneciente a la anterior familia
Myoviridae, aislado del suelo, utiliz6 a P. aeruginosa PAO1 como hospedero, siendo
especifico para esta cepa, y no infectando a otras especies de Pseudomonas o géneros
bacterianos (132). Por otro lado, el bacteriofago litico PA1O perteneciente a los sifovirus
aislado de agua residual de una granja en Corea del Sur, el cual utiliz6é también la cepa
PAO1 de P. aeruginosa como hospedero revel6 actividad litica contra P.
aeruginosa 'y Shigella sonnei e incluso contra bacterias grampositivas como S.
aureus, Streptococcus salivarius y L. monocytogenes; por lo que este fago puede facilitar
su desarrollo como agente antimicrobiano aplicable al tratamiento de infecciones

bacterianas mixtas con P. aeruginosa y S. aureus (107).

Los fagos ®JHS y ®SMK, aislados de agua residual hospitalaria en Etiopia mostraron
especificidad litica solamente contra cepas clinicas de P. aeruginosa (133), mientras que,
los fagos PPaMa4/19 y PPaMa3/19 aislados de agua de rio en Irdn mostraron lisis contra
P. aeruginosa, E. coli 'y S. aureus (134). En diversos estudios se ha identificado el poder
antibacteriano de los bacteridfagos no solamente frente a su hospedero especifico, sino
que también a otros géneros bacterianos, este potencial puede contribuir a combatir

infecciones provocadas por mezclas bacterianas (107,135).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion
Descriptivo porque el objetivo principal de este estudio fue caracterizar bacteriofagos con
capacidad litica sobre P. aeruginosa MDR aislados de agua residual, sin la intervencion

directa en las variables de estudio.

3.2. Tipo y Disefio de Investigacion

Bésico descriptivo porque se explord en las teorias del conocimiento cientifico existente,
se generaron nuevos conocimientos con el proposito de proporcionar una base para
futuras investigaciones aplicadas con bacteridéfagos. El disefio es no experimental ya que
no se manipulan las variables. Observacional- transversal, debido a que se caracterizaron
las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de los bacteriofagos aislados a partir de

diferentes muestras recolectadas en un Unico periodo de tiempo.

3.3. Material bioldgico

El material bioldgico estuvo constituido por los bacteriofagos aislados de muestras de
agua residual del Hospital Regional Docente de Cajamarca (HRDC); por once
aislamientos de P. aeruginosa MDR procedentes del cepario del 4rea de bacteriologia del
Laboratorio Referencial Regional de Salud Publica (LRRSP) de Cajamarca
correspondientes al ano 2023; y por otras bacterias gramnegativas y grampositivas
pertenecientes al LRRSP, empleadas en este estudio para la determinacion de rango de

hospederos.
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3.4. Lugar de muestreo
En el presente estudio se recolectaron diez muestras de agua residual del HRDC con el

objetivo de aislar bacteriéfagos con capacidad litica sobre P. aeruginosa MDR.

3.5. Diseiio metodolégico

3.5.1. Obtencion de muestras de agua residual

Se colectaron en frascos estériles 10 muestras de 500 mL de agua residual del HRDC.
Las muestras fueron transportadas al LRRSP de Cajamarca y se dejaron sedimentar
durante 48 horas a temperatura ambiente. Luego, el sobrenadante se transfirido a otro
recipiente y se procedio a filtrar con papel Whatman N°1 para eliminar las particulas
solidas grandes; se centrifugd a 3500 RPM durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante

se trasvaso a otro recipiente estéril y se rotulo.

3.5.2. Reactivacion e identificacion microbioldgica de Pseudomonas aeruginosa

Se comprobo previamente la identificacion correcta de los aislamientos. Para esto a cada
criovial de P. aeruginosa conservado en Agar Base Sangre a 4 °C se agregaron 5 gotas
de caldo BHI y se incub6 durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, a partir de cada
criovial se sembrd una alicuota mediante la siembra por estria en agar Cetrimide y se
incubd durante 24 horas a 37 °C. A cada uno de los aislamientos se le realizé tincion de
Gram (Anexo 1) y las pruebas bioquimicas correspondientes en los medios Triple Sugar
Iron (TSI), agar lisina hierro (LIA), sulfuro indol movilidad (SIM) y citrato de Simmons,
y se incub6 durante 24 horas a 37 °C. Luego, se evaluo cada resultado de las pruebas. Las
bacterias con el fenotipo y bioquimica correspondiente a P. aeruginosa tal y como se

evidencia en el Anexo 2, se repicaron por duplicado en crioviales con Agar Soya
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Tripticasa (TSA) y se los incubd 48 horas a 37 °C. Todos los aislamiento se conservaron

a 4 °C hasta su uso.

3.5.3. Evaluacion del perfil de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

Para el antibiograma se empleo6 el método de Kirby Bauer. A partir, de los crioviales con
los aislados reactivados se realizaron inoculaciones en agar Miiller Hinton (MH) y se dejo
incubar de 16 — 18 horas. Posteriormente, se prepard una suspension bacteriana a una
escala equivalente de 0,5 McFarland. Con un hisopo estéril se sembro en placas de agar
MH por diseminacion en superficie y se dejé reposar durante 10 minutos. Luego, se
colocaron los discos de antimicrobianos correspondientes (Anexo 3) y se incub6 por 24
horas a 37 °C. Finalmente, se analizaron los halos de inhibicién para determinar la
resistencia o sensibilidad de los aislados con base a los puntos de corte segun el CLSI,

2025 (76).

Se consideraron solo las cepas MDR, definidos por Magiorakos et al.(74), es decir,
aquellas que presentaron resistencia iz vitro a minimo un farmaco antimicrobiano de tres
0 mas categorias farmacologicas: cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos,
penicilinas antipseudomonales en combinacion con inhibidores de p-lactamasas,

fluoroquinolonas, aminoglucdsidos, 4dcidos fosfonicos y polimixinas.

3.5.4. Preparacion de stock bacterianos
Los stock bacterianos se obtuvieron inoculando colonias de P. aeruginosa MDR en 1 mL
de caldo Luria Bertani (LB). Luego, se incubaron a 37 °C hasta alcanzar el estado

overnight y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.
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3.5.5. Determinacion de infeccion previa por profagos en P. aeruginosa

Se empled la metodologia descrita por Sfredo (109), para evaluar si las bacterias
presentaban infeccion por un bacteridfago lisogénico. Para ello, a placas de Petri
conteniendo una fina capa de TSA se le adiciond una capa de 3 mL de medio semisoélido,
compuesto por Caldo Soya Tripticasa (TSB) y 0,7% de agar, con 100 puL de P. aeruginosa
MDR en una escala de 0,5 McFarland. Luego de solidificado el medio, se depositd sobre
la superficie del agar gotas de 20 uL. de indculo de la misma bacteria en diferentes zonas,

alrededor de 20 gotas. Las placas se incubaron por 24 horas a 37 °C.

El resultado se consider6 positivo cuando se formaron zonas claras o translicidas en el
lugar donde se dispensaron las gotas del indculo bacteriano, indicando la presencia de
fagos lisogénicos por lo que la bacteria fue descartada de los ensayos posteriores con el
fin de evitar resultados falsos positivos, como resultado negativo solo se observo el

crecimiento bacteriano.

3.5.6. Enriquecimiento de bacteriofagos

Se realizdé siguiendo el método de enriquecimiento descrito por Dini (95), con
modificaciones. En un frasco de vidrio se colocaron 90 mL de Buffer SM y 10 mL de la
muestra filtrada, se homogenizé y adicion6 10 mL de LB doblemente concentrado. Luego
se centrifugd a 4000 RPM durante 15 minutos y se recuper6 el sobrenadante en otro frasco
de vidrio estéril. Se agregé cloruro de calcio (CaCl,) hasta una concentracion final de 10
mM, se mezcld y se dividié 10 mL en tubos de ensayo cuyo nimero correspondio al
nimero de cepas de P. aeruginosa MDR, es decir, 11. A cada tubo de ensayo se le agregd
300 pL de cultivo overnight de P. aeruginosa, se rotuld con el codigo de la cepa

correspondiente y se incubd a 37 °C por 24 horas. Luego, cada tubo de ensayo se trasvasé
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a tubos Falcon y se agregod cloroformo al 4%, se dejo en reposo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después, se centrifugaron a 3500 RPM por 15 minutos, el

sobrenadante se trasvasé a tubos de ensayo estériles, esto represento el lisado.

3.5.7. Determinacion de bacteriéfagos por la formacion de placas liticas.

Se determino la presencia de bacteridfagos liticos empleando la Prueba de la gota o Spot
test descrita por Clokie y Kropinski (105), con modificaciones. Previamente, se prepard
300 mL de Top agar el que contuvo 0,7% de Agar - Agar, 1,1% de CaCl, puroy 0,5% de
cloruro de sodio (NaCl). A continuacion, para cada tubo de ensayo anterior, se empleo
una suspension de 5 mL de Top agar mantenido a 48 — 50 °C y se le inocul6 200 pL de
overnight de P. aeruginosa MDR, se agitd por inversion y se vertid en una placa de Petri
con agar nutritivo; se dejo solidificar por 15 minutos. Luego, en cada placa de Petri se
agrego6 10 pL del lisado obtenido en el enriquecimiento y se incubd a 37 °C por 24 horas.
Finalmente, como resultado positivo se observé la presencia o ausencia de los halos o

placas de lisis indicando la presencia de bacteriéfagos.

3.5.8. Aislamiento y purificacion de bacteriéfagos

Se realiz6 empleando la Técnica de doble capa (DLA) con diluciones seriadas descrita
por Clokie y Kropinski (105), con modificaciones. Se prepard una bateria de 4 tubos
Eppendorf con 990 pL de caldo LB cada uno, el primero se rotul6é con el nombre de la
cepa y el lisado, a los siguientes tubos se rotuld desde 10~! hasta 1073. Con un asa
bacteriologica estéril de 5 uLL se tom6 un corte de lisis de la placa de aislamiento y se
agreg6 al primer tubo, se homogeneiz6 en el vortex y se transfirieron 10 pL al siguiente

tubo; se repitio el mismo procedimiento hasta llegar al ultimo tubo.
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Luego, se prepararon 3 placas de Petri con agar nutritivo y se rotulé desde 10! hasta
1073; a cada placa se le inoculé 100 puL de overnight de P. aeruginosa MDR mas 200 uL
de cada dilucion de bacteridéfagos (1071, 1072, 1073); con 5 mL de Top agar mantenido
a 48 — 50 °C. Luego, se dejo incubar a 37 °C por 24 horas. Después de la incubacion, se
examinaron las placas y se extrajo con el asa bacterioldgica estéril la placa litica mas clara
o transparente de bordes mejor definidos. Esta placa litica se colocd en un tubo Eppendorf
estéril con 900 pL caldo LB. Este proceso se realizo de 3 a 5 veces para garantizar la

obtencion de un unico bacteriofago.

Los bacteriofagos fueron codificados en funcion a los codigos de la cepa bacteriana

hospedera inicial y de la muestra de agua residual del que fueron aislados.

3.5.9. Preparacion de la suspension madre de bacteriofagos purificados.

Luego de purificar los bacteridfagos, en un frasco estéril se agregé6 100 mL de caldo LB
doble concentrado y las placas de lisis de la placa Petri del quinto proceso de purificacion.
Posteriormente, se agregd 1,5 mL de P. aeruginosa MDR en cultivo overnight y se incubd
a 37 °C por 48 horas. Después, se agrego cloroformo al 4%, se homogeneizo y se dejo
reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 4000 RPM por 30
minutos a 4 °C. El sobrenadante se vertié en un tubo Falcon estéril de 50 mL y se

almacend en oscuridad a 4 °C, para ello se cubrio el recipiente con papel aluminio.

3.5.10. Cuantificacion de bacteriofagos purificados.
Se prepard una bateria de 14 tubos estériles de 5 mL y se rotulé desde 102 hasta 10715,
Se realizé6 empleando la técnica DLA con diluciones seriadas descrita anteriormente y se

procedié al conteo de las unidades formadoras de placa (UFP) en las diluciones que
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presentaron de 30-300 UFP por placa de Petri. Para determinar el titulo viral se empled
la siguiente formula:

UFP enplaca x factor de diluciéon (0.1)

UFP L1 =
xm V de la dilucion en mL

Donde:
UFP: Unidades formadoras de placa
mL: mililitros

V: Volumen

3.5.11. Caracterizacion biolégica de bacteriéfagos purificados
3.5.11.1.Determinacion de rango de hospederos.

Se determiné la gama de bacterias susceptibles a cada bacteridfago segun la técnica de la
gota descrita por Clokie y Kropinski (105), con modificaciones. Se incluyeron las cepas
de P. aeruginosa MDR en estudio, Salmonella sp. (BactCaj-05), Klebsiella pneumonie
(BactCaj-15), y Klebsiella aerogenes (BactCaj-09), pertenecientes al cepario del LRRSP
y las cepas de referencia: P. aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922y

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Con este fin, a 5 mL de Top Agar mantenido a 50 °C se le agregd 100 uL del cultivo
overnight de la cepa a analizar a una escala equivalente de 0,5 McFarland, se mezclo y se
vertié en una placa con agar nutritivo. Luego de solidificado, se agregd 10 pL del stock
de cada bacteriofago a una concentracion de 108 UFP/mL y se incubd por 24 horas a 37
°C. Una lectura positiva, es decir, la capacidad del fago para lisar a la cepa en estudio se
evidencid por la formacion de zonas de aclaramiento o transliicidas en la superficie del
agar donde se colocaron las gotas del filtrado, como lectura negativa solo el crecimiento

bacteriano, sin zonas de aclaramiento. El procedimiento se realizé por triplicado.
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3.5.11.2.Curva de crecimiento de un solo paso

Se seleccionaron los bacteriofagos que lisaron la cepa que presentd mayor resistencia a
ser infectada por los demas fagos, considerando también las caracteristicas morfologicas
de sus placas liticas y el rango de hospedero especifico. Se selecciond, ademas, el

bacteridéfago con capacidad litica solo en su cepa hospedero inicial.

Se determind la cinética de replicacion fagica mediante la curva de crecimiento de un solo
paso, descrita por Abedon ef al. (136). En resumen, a un tubo con 200 pnL de un lisado de
bacteriofagos con un titulo de 105 UFP/mL se afiadié 100 pL de P. aeruginosa MDR
overnight. Se incub6 durante 5 minutos a 37°C y se transfirié 100 uL de la mezcla a un
tubo con 9,9 mL de caldo LB suplementado con 5 mM de CaCl, a 37 °C. De la tltima
mezcla, se transfirieron 100 uL a un tubo con 900 uL de caldo LB, se afiadio 15 uL de
cloroformo, se homogenizo por 30 segundos en vortex, esto correspondio al tiempo inicial
(Ty). Luego, se incubd a 37 °C y después de 5 minutos, se tomd otra muestra de 100 uL

y se procedio de la misma forma.

Se repitid el procedimiento cada 5 minutos por un periodo de 20 minutos, y
posteriormente cada 10 minutos hasta completar una hora en total. Luego, se ejecuto la
técnica de DLA con diluciones seriadas, se incubd 24 horas a 37 °C y finalmente se
realizaron los recuentos respectivos. El procedimiento se hizo por triplicado. Los datos
obtenidos se plasmaron en un grafico semi-logaritmico de tiempo (minutos) vs nimero
de placas (UFP). A partir de este se hall6 el periodo de latencia y el tamafio de explosion

de cada bacteridfago seleccionado.
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3.5.11.3.Calculo del tamaiio de explosion
El tamafio de explosion represent6 el nimero de fagos liberados por célula bacteriana, se
determind luego de realizada la curva de crecimiento de un solo paso. Se empled la

siguiente formula:

UFP / mL final (60 minutos)
UFP / mL inicial (0 minutos)

Tamafio de explosion =

3.5.12. Caracterizacion fisicoquimica de bacteriéfagos

3.5.12.1.Efecto del pH en la concentracion de los bacteriéfagos

La suspension de bacteriofagos se expuso a pH de 3, 5, 7 y 9. Para el ajuste a pH acido
de 3y 5, se utilizé acido clorhidrico (HCl 0,1M) y para el pH basico de 9, hidroxido de
sodio (NaOH 0,1M). Se empled la técnica de Dini (95) con modificaciones. Para ello, a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL se le agregd 100 pL de la suspension de fagos titulada
(concentracion conocida) junto con 900 pL de solucion salina (NaCl 0,9 % p/v) ajustada
al pH especifico para cada ensayo y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas de cada tubo. A 200 pL del bacteriéfago se enfrentd con
100 pL de cultivo de overnight de P. aeruginosa MDR, se incub6 durante 10 minutos a
37 °C. Luego, se cuantifico la concentracion de bacteriofagos mediante la técnica DLA.

El procedimiento se realizd para cada uno de los bacteridfagos por triplicado.

3.5.12.2.Efecto de la temperatura de incubacion en la concentracion de
bacteriofagos

Se afnadi6 a un tubo Eppendorf de 1,5 mL, 500 puL de la suspension de fagos titulada

(concentracion conocida). Este se expuso a las temperaturas de 4 °C, 12 °C, 37 °C y 60

°C. Se utiliz¢ la técnica de Dini (95), para ello se realiz6 diluciones seriadas de cada tubo
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desde 1073 hasta 1071% y se enfrentd con 100 pL de P. aeruginosa overnight, se dejo
incubar durante 10 minutos a 37 °C. Finalmente, se cuantifico la concentracién de

bacteriéfagos mediante la técnica DLA. El procedimiento se realizo por triplicado.

3.6. Técnicas de procesamiento y analisis de datos
Se utilizo el software Microsoft Excel 2023 para realizar las tablas y figuras que
describieron las curvas de crecimiento de un solo paso, el rango de hospederos, la

termoestabilidad y la resistencia al pH.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Reactivacion e identificacion microbiologica de Pseudomonas aeruginosa

Se reactivaron y caracterizaron microbiologicamente los once aislamientos de P.
aeruginosa provenientes del LRRSP, Cajamarca. Todas mostraron crecimiento en agar
Cetrimide con la formacion de pigmento, mediante la tincion Gram se confirm6 que se
trataban de bacilos gramnegativos. En las pruebas bioquimicas, los aislamientos no
fermentaron aztcares en el medio TSI, mostrando una reaccién alcalina/alcalina (K/K).
Ademas, utilizaron citrato de sodio en el medio citrato de Simmons y evidenciaron
movilidad en el medio SIM, sin produccion de indol ni sulfuro de hidrogeno. En el medio
LIA se observo una reaccion K/K, correspondiente a la generacion de alcalinidad en todo
el tubo, atribuida al metabolismo oxidativo caracteristico de P. aeruginosa (Apéndice 2).
Estos resultados confirmaron que todos los aislamientos correspondian a la especie de P.

aeruginosa.

4.1.2. Perfil de resistencia de las Pseudomonas aeruginosa en estudio

En la Tabla 1 se muestra que las once cepas de Pseudomonas aeruginosa se definieron
como MDR; esto significa que, fueron resistentes a por lo menos un representante de tres
categorias diferentes de antimicrobianos (Apéndice 3). Por lo tanto, todas las bacterias
evaluadas al presentar MDR, fueron consideradas para los ensayos posteriores de

caracterizacion fagica.
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Tabla 1. Perfil de resistencia antimicrobiano de las cepas de Pseudomonas aeruginosa

MDR del LRRSP, Cajamarca’.

Codigo Antimicrobianos

de la FEP CAZ IMI MEM ATM TPZ LEV NOR CIP AK

cepa
11;07 R R R R S R R R R S
P14 R R R R S I R R I S
P15 R R R R S R R R I S
P17 R R R R I I R I R I
P18 R R R R R S R R R R
P19 R R R R S I R R I S
P20 R R R R S R R R R S
P22 R R R R S I I R R S
P23 R R R R S R R R R I
P24 R R R R S I R R R S
P25 R R R R S R R R R S

! Puntos de corte basados en el CLSI M100™ “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing, 35th Edition”; S:sensible, I:Intermedio, R:Resistente, FEP: cefepima, CAZ: ceftazidima, IMI:
imipenem, MEM: meropenem, ATM: aztreonam, TPZ: piperacilina/tazobactam, LEV: levofloxacino,
NOR: norfloxacino, CIP: ciprofloxacino, AK: amikacina.

Nota: La clase y concentracion de los antimicrobianos utilizados se detallan en el Anexo 3.

4.1.3. Determinacion de infeccion previa por profagos en P. aeruginosa

En la Figura 1 se muestra la evaluacion fenotipica de las once cepas de P. aeruginosa
MDR, ninguna present6 la formacion de placas liticas ni zonas de aclaramiento en la
superficie del agar, evidenciado la ausencia de profagos activos. En todos los casos, el
crecimiento bacteriano fue uniforme y continuo, sin indicios de lisis espontanea. Por lo
tanto, todas las cepas fueron negativas a la presencia de profagos, por lo que se

consideraron como calificadas para los ensayos posteriores.
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P07 P14 P15 P17 P18

Figura 1. Evaluacion fenotipica de profagos en las once cepas de P. aeruginosa MDR.

4.1.4. Determinacion de la presencia de bacteriofagos por la formacion de placas
liticas

Se evidencid la formacion de placas liticas mediante la observacion de halos transparentes

o completamente claros, como se muestra en el Apéndice 4. Seglin los datos presentados

en la Tabla 2, ocho de las muestras de agua residual permitieron la obtencion de un total

de 22 placas liticas. Este resultado posibilité el aislamiento y la purificacion de los

bacteriofagos con sus respectivas cepas hospedero iniciales.
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Tabla 2. Deteccion de placas liticas por bacteridéfagos aislados de las muestras de agua

residual frente a cepas de P. aeruginosa MDR.

Muestras Cepas de P. aeruginosa MDR
de agua

residual | P07 P14 P15 P17 PI8 P19 P20 P22 P23 P24 P25

AR1 - + + - - - - - - - -

AR2 | + + 4+ - - 4+ - -

AR3 - - - - - - - -

+| +

AR4

ARS - -

ARG6

AR7

ARS8

AR9

+| +| +| +

AR10

“+”: formacion de placa litica, ““-”: sin formacion de placa litica.

4.1.5. Aislamiento y purificacion de bacteriéfagos

De los 22 bacteriofagos aislados (Apéndice 5), se identificaron y seleccionaron tres
diferentes morfologias de placas liticas (Figura 2). Los fagos PO7AR2, P24AR3,
PO7AR6, PO7AR7, PO7ARS y PO7AR9 formaron placas liticas de 2 — 4 mm de didmetro,
de halos claros y de bordes definidos (Figura 2a). Los fagos P23AR3 y P24AR9
mostraron placas liticas de 1 — 2 mm, con bordes circulares regulares y apariencia
ligeramente turbia a clara (Figura 2b). Por tltimo, los fagos restantes produjeron de 0,2 —

1,4 mm, de halos claros a ligeramente turbios (Figura 2c).
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Figura 2. Placas liticas representativas de las tres morfologias observadas en los
bacteridfagos, a). Placas liticas circulares de 2 — 4 mm, claras y con borde definidos, b).
Placas liticas de 1 — 2 mm, circulares, de aspecto claro a ligeramente turbio y con bordes
definidos y ¢). Placas liticas de 0,2 — 1,4 mm, con bordes definidos. En el panel izquierdo
de la figura se observan las calvas en placas de Petri con agar nutritivo, mientras que en
el panel derecho ampliaciones de las mismas para una mejor visualizacion de su
morfologia.
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4.1.6. Titulacion de los bacteriofagos purificados

Mediante la técnica doble capa de agar (DLA) y diluciones seriadas, se determiné la
concentracion de los 22 bacteridfagos cuyos titulos se indican en la Tabla 3. Destacan
también los bacteriéfagos P23AR3, PO7AR7, PO7AR9 y PO7AR8 por superar una
concentracion de 10* UFP/mL. Por el contrario, el bacteriofago P15AR1 present6 la

menor concentracion no superando los 108 UFP/mL.

Tabla 3. Titulacion de los bacteriofagos purificados.

Codigo del bacteriéofago UFP /mL
P15ARI 1,20 x 107
P15ARS 1,40 x 108
P15AR6 4,10 x 108
P24AR9 1,90 x 10°
P24AR3 1,90 x 10°
PO7AR6 2,20 x 10°
P19AR2 5,60 x 10°
P15AR7 1,30 x 10%°
P14AR1 1,40 x 10%°
PO7AR2 1,40 x 101°
P14AR2 1,60 x 101°
P23AR2 2,10x 101!
P17AR6 1,50 x 102
P19ARS 1,70 x 102
P15AR2 2,20 x 1012
P17AR5 1,40 x 1013
P24ARS 1,80 x 1013
P22ARS 3,20 x 1013
P23AR3 2,20 x 1014
PO7AR9 1,10 x 10%5
PO7AR7 2,90 x 101
PO7ARS 8,50 x 10%°
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4.1.7. Caracterizacion bioldgica de bacteriofagos purificados

4.1.7.1. Determinacion de rango de hospederos

La determinacion del rango de hospedero se realizo a través de la técnica de la gota por
triplicado. Se evaluaron las 11 cepas de P. aeruginosa MDR, ademas de P. aeruginosa
ATCC 27853 y cepas de otras especies como E. coli ATCC25922, S. aureus
ATCC25923, Klebsiella pneumonie (BactCaj-15), K. aerogenes (BactCaj-09) y
Salmonella sp. (BactCaj-05). En la Tabla 4 se aprecian los resultados de la prueba para
cada bacteriéfago; PO7ARS logré lisar al 100% de las cepas de P. aeruginosa MDR en
este estudio (Apéndice 6). Por el contrario, el bacteriofago PISARI lis6 solamente a su

cepa hospedera, es decir, P15 (Figura 3).

En la Figura 4 se observa que 12 bacteridéfagos lisaron a P. aeruginosa ATCC 27853 entre
ellos PO7AR6 y PO7ARS. Por otro lado, el bacteriofago P19AR2 infectdé a E. coli
ATCC25922, PO7AR2 infect6 a Klebsiella pneumoniae y K. aerogenes, P15AR2 infecto

a Salmonella sp. y P14AR1 infectd a S. aureus ATCC25923 y K. aerogenes.
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Tabla 4. Rango de hospederos de cada bacteriofago.

Fagos Cepas bacterianas

P07 P14 P15 P17 P18 P19 P20 P22 P23 P24 P25 A B C D

P14AR1

+

—+

+
+
1
1
+

+

+
1
+
1
1
1
+

P15AR1

1
1
+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

PO7AR2

1
1
+
1
+

+ |+

P14AR2

+ |+
1
1
1

P15AR2

+
1
1
+

P19AR2

P23AR2

P23AR3

1

I A A R
1
1

1

1
+ 1+ [+ [+
++ [+

1

1

1

1

1

P24AR3

P15ARS

P17ARS

+

4+ [+

P22ARS

N A EA S E s

1
+ |+ |+
1
+ |+ |+

PO7AR6

1
+

P15AR6

P17AR6

+
N
N
N
N
.
.
.

PO7AR7

P15AR7

PO7ARS

P19ARS

P24AR8

PO7AR9

|||
|||+ ]+
|||+
o o o o B o ol ol o e S

|

"
I e e e N N A A N A e

[+ [+
[+ [+
1
1
1

[+ |+ |+ |+
[+ |+ |+ |+

P24AR9 + +

1
+
+

+ + + o+ - - -

A: P. aeruginosa ATCC 27853, B: K. pneumonie, C: Salmonella sp., D: K. aerogenes, E: S. aureus ATCC25923,

F: E. coli ATCC25922 “+”: el bacteriofago liso la cepa, “~": el bacteriofago no realizo6 lisis en la cepa. + :control
positivo, cepa hospedero inicial del bacteriofago.
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Figura 3. Capacidad litica de los bacteriéfagos sobre P. aeruginosa MDR, segin el
numero y/o porcentaje de cepas lisadas.
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Figura 4. Susceptibilidad bacteriana frente a los 22 bacteriofagos obtenidos en este
estudio, segun el nimero y/o porcentaje de bacteriofagos que generaron lisis.
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4.1.7.2. Curva de crecimiento de un solo paso

Como lo indica la Figura 5, los periodos de latencia variaron desde 5 minutos (PO7AR6
y PO7ARS8) hasta 10 minutos (15AR1) con tamafios de explosién de 19,8 UFP/mL para

15AR1; 23,8 UFP/mL para PO7AR6 y 52 UFP/mL para PO7ARS.

a) Bacteriéfago P15AR1
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b) Bacteriofago PO7ARG6
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c) Bacteriéfago PO7ARS
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Figura 5. Curvas de crecimiento un solo paso para los bacteri6fagos seleccionados. Se
muestra el promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. a) PISARI1, b) PO7ARG6,

¢) PO7ARS. Los datos numéricos correspondientes se detallan en el Apéndice 7.
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4.1.8. Caracterizacion fisicoquimica de bacteriofagos

4.1.8.1. Efecto del pH sobre la concentracion de los bacteriéfagos

En esta caracterizacion se expusieron a los 22 bacteriofagos a los pH de 3, 5, 7y 9, los
cuales fueron incubados durante una hora a 37 °C, posterior al tiempo de incubacion se
determind la titulacién de cada bacteridofago. En la Figura 6 se muestra el efecto de los
diferentes pH sobre la concentracion de cada bacteriofago. Los PI4AR1 y P15ARS
mostraron ligera sensibilidad a pH 9, mientras que los bacteriofagos PO7AR2, P15ARG6,
P17AR6, PO7AR7, P24AR8 y P24AR09 redujeron su concentracion a pH 3 (Apéndice 8).
Por su parte, los bacteriofagos PISAR1 y P17ARS redujeron su titulacion apH 3, 5y 9

en un maximo de una escala.

4.1.8.2. Efecto de la temperatura sobre la concentracion de los bacteriéofagos

La viabilidad de los bacteriéfagos frente a las temperaturas de 4 °C, 12 °C, 37 °C y 60 °C
durante una hora se muestran en la Figura 7. Todos los bacteriofagos fueron estables a 4
°C incluso los bacteriofagos P1SAR6 y P24AR8 mostraron ligeramente el incremento de
su titulacion a esta temperatura. Por el contrario, la mayoria de los fagos fueron sensibles
a 60 °C, perdiendo incluso el 100% de su infectividad como es el caso del bacteridfago
P17ARS. Sin embargo, algunos como P14AR2, P23AR2, P23AR3, PO7AR6, 15AR6,
PO7ARS8 y P19ARS redujeron un méaximo de dos escalas logaritmicas a 60 °C. Los
bacteriofagos P19AR2, P14ARI1, P15AR7, P19ARS, P15AR2, P17ARS, P22ARS,
P23AR3 y PO7AR7 mostraron ser ligeramente sensibles a 12 °C al igual que PO7AR9

(Apéndice 9).
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Figura 6. Efecto del pH sobre la titulacion de los bacteriofagos.
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4.2. Discusion

Aislar y caracterizar bacteriofagos liticos contra P. aeruginosa multirresistente (MDR) es
fundamental para el desarrollo de alternativas terapéuticas frente a infecciones causadas
por bacterias resistentes a multiples antimicrobianos. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha reconocido esta urgencia, clasificando a P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos como patdgeno de alta prioridad en 2024, debido a su alta frecuencia en

ambientes hospitalarios y a su dificil control y erradicacion (137,138).

En el presente estudio, las once cepas de P. aeruginosa fueron confirmadas como bacilos
gramnegativos productores de pigmento en agar Cetrimide (Apéndice 2). Con base a la
definicion de Magiorakos et al. (74), estas bacterias fueron clasificadas como MDR,
evidenciando resistencia a por lo menos un representante de tres o mas categorias
diferentes de antimicrobianos. Las once cepas resultaron no sensibles (resistentes o con
sensibilidad intermedia) a carbapenémicos, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
y fluoroquinolonas (Tabla 1), evidenciando patrones de resistencia antimicrobiana
(RAM) alarmantes. La cepa P18 fue resistente a aztreonam (ATM) y amikacina (AK),
pero fue sensible a piperacilina/tazobactam (TPZ), perfil que sugiere la mayor amplitud
de resistencia entre los aislados analizados, lo que concuerda con estudios previos que
describen la limitada eficacia terapéutica frente a cepas P. aeruginosa MDR debido a la
resistencia combinada a [P-lactaimicos aminoglucdsidos y fluoroquinolonas

(10,39,40,47,48,53,139,140).

Este patron de resistencia coincide con lo reportado por Llanos (20), quien encontrd
niveles elevados de no susceptibilidad en P. aeruginosa frente a la mayoria de

betalactamicos, con excepcion de TPZ. Asimismo, Cubas y Huaripata (41), en un estudio
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realizado en la region de Cajamarca confirmaron altos niveles de resistencia de P.
aeruginosa frente a cefalosporinas, monobactamicos, aminoglucdsidos y
fluoroquinolonas, resultados que se alinean con los obtenidos en la presente
investigacion. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la necesidad urgente de
implementar alternativas terapéuticas efectivas frente a cepas MDR de P. aeruginosa. En
este contexto, los bacteriéfagos liticos representan una herramienta prometedora para su

posible aplicacion dada su capacidad especifica para eliminar bacterias resistentes.

Conocer las caracteristicas fenotipicas de los bacteridfagos es esencial para comprender
su comportamiento bioldgico y su posible potencial terapéutico (141). Para este fin, es
necesario la seleccion de bacteriéfagos estrictamente liticos ya que los fagos lisogénicos
no generan lisis celular inmediata y por esto, ciertas bacterias pueden adquirir genes de
resistencia a antimicrobianos e incluso modular negativamente la respuesta al tratamiento
(142). Con base a ello, el analisis de profagos es una herramienta relevante para detectar

bacterias que podrian contener fagos lisogénicos.

En la presente investigacion, la evaluacion de las once cepas de P. aeruginosa MDR no
evidencio la presencia de profagos (Figura 1). Se utiliz6 el protocolo descrito por Sfredo
(109), quien, en contraste con estos hallazgos, reportd la deteccion de dos muestras
positivas a profagos. Este método empleado se basa en la capacidad de algunos fagos
lisogénicos para activarse espontdneamente producto del estrés metabdlico o la densidad
celular elevada, al activarse estos profagos entrarian en ciclo litico, lo cual se evidencia

en la formacion de halos de lisis (143).
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Las aguas residuales son la fuente primaria para el aislamiento de bacteriéfagos debido a
su elevada carga y diversidad bacteriana (2,57,78). Esta premisa fue validada en el
presente estudio en el que se procesaron 10 muestras de agua residual del Hospital
Regional Docente de Cajamarca (HRDC), logrando el aislamiento de 22 bacteriofagos
activos frente a P. aeruginosa MDR en ocho de las muestras (Tabla 2). Estos hallazgos
coinciden con los reportados por Garcia y Porras (3), quienes aislaron fagos frente a P.
aeruginosa en el 66,6% de filtrados de agua residual. La ausencia de lisados en las dos
muestras restantes del presente estudio podria atribuirse a la falta de la bacteria hospedera,
ya que en ausencia de un hospedero especifico tampoco se produce el desarrollo de fagos

contra dicha bacteria (22).

El uso de cloroformo al 4% para el aislamiento de bacteriofagos de Pseudomonas
aeruginosa resultd determinante para obtener particulas fagicas libres de restos
bacterianos y compuestos lipidicos (2), favoreciendo la liberacion y recuperacion de fagos
sin envoltura lipidica en el sobrenadante (144). Diversos estudios indican que los fagos
obtenidos por este método suelen pertenecer al orden Caudovirales, que son
predominantemente liticos y resistentes a solventes organicos (82,144), incluyendo
miembros de la familia Myoviridae (145). Este enfoque es relevante, ya que estos fagos
suelen presentar mayor estabilidad frente a variaciones fisicoquimicas (118,136,146).
Bajo este método, en el presente estudio se aislaron 22 bacteri6fagos, lo que evidencia su
eficacia para la recuperacion de bacteriofagos no asociados a lipidos o desnudos con

potencial litico.

En este estudio, se evaluaron las morfologias de las placas liticas generadas por los 22

fagos aislados, clasificandolas en tres tipos (Figura 2). Dado que cada calva de lisis puede

60



reflejar caracteristicas intrinsecas del fago relacionadas a su tasa de adsorcion, tiempo de
lisis, tamafio de explosion, morfologia del fago y su afinidad por receptores especificos
(136,147), se mantuvo constante la densidad de P. aeruginosa (0.5 McFarland) y el medio
de cultivo (agar nutritivo), de forma que las variaciones observadas dependieran

principalmente a estas propiedades.

El primer tipo correspondio a placas liticas de 2 —4 mm, halos claros, circulares y bordes
definidos (Figura 2a), observadas en fagos como PO7AR6 y PO7ARS, que exhibieron
tiempos de latencia de 5 minutos y tamafios de explosion de 23 y 51,8 UFP/célula,
respectivamente (Figura 5), lo que sugiere una lisis eficiente, atribuible a la produccién
suficiente de progenie fagica lo que permite infectar rapidamente células bacterianas y
expandir la zona de lisis (147,148). Este patron coincide con lo reportado por Ameh et al.
(148), quienes demostraron que fagos capaces de generar placas de aproximadamente 3
mm, eliminaban poblaciones de E. coli (MOI 1) en 6 horas, mientras que aquellos con
placas medianas o pequenas requerian entre 12 y 18 horas. De forma similar, Kaur et al.
(149) indicaron que una alta tasa de adsorcion, un periodo de latencia corto y un tamafio

de explosion grande favorecen la formacion placas liticas mas amplias.

En contraste, otros fagos generaron placas liticas de 0,2 — 1,4 mm y con bordes que
variaban de ligeramente difusos a definidos (Figura 2c), como P15AR1, que presento el
mayor tiempo de latencia y el menor tamafio de explosion (19,8 UFP/célula) (Figura 5).
Esto podria asociarse a una baja tasa de adsorcion, que prolonga la fase extracelular y
retrasa el inicio de la infeccion, limitando la eficiencia fagica resultando en placas liticas
pequenias y difusas (1,108). No obstante, estudios previos evidencian que latencia y

tamano de explosion no siempre se correlacionan. Garcia y Porras (3), observaron fagos
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con igual latencia (0 minutos) pero tamafos de explosion muy distintos (1000 y 42
UFP/célula). Latz et al. (116), describieron variaciones similares con latencias
prolongadas. Dennehy et al. (147) destacan que la eficiencia de lisis y la expansion del
halo dependen también de la disponibilidad del hospedero. En el presente estudio, si se
observd que mayores tamafios de explosion coincidieron con halos mas amplios y

definidos.

Se ha evidenciado que las caracteristicas fisiologicas y estructurales del hospedero
influyen en el periodo de latencia y el tamafio de explosion de un fago, factores como el
tamafo celular, la tasa de crecimiento, los receptores de membrana, los mecanismos de
defensa intrinsecos como sistemas CRISPR-Cas y su maquinaria biosintética, pueden
modular la eficiencia de la infeccion fagica y por ende alterar los parametros cinéticos del
ciclo litico (150,151). De este modo, P. aeruginosa es una bacteria de rapido crecimiento,
con tiempos de duplicacion de aproximadamente de 20 a 30 minutos en condiciones

optimas, lo que favoreceria ciclos fagicos mas cortos y productivos (152).

En este sentido, Garcia y Porras (3) describieron fagos contra P. aeruginosa con periodos
de latencia entre 0 y 10 minutos, con tamafos de explosion desde 3 688 hasta 15
UFP/célula. En contraste, el fago ASCF1 de L. monocytogenes exhibi6 tiempos de
latencia de 120 minutos y un tamafio de explosion reducido de 9,72 UFP/célula (21),
posiblemente asociado al ritmo metabdlico de su hospedero, que es de crecimiento lento,
en comparacion con P. aeruginosa, pudiendo generar asi ciclos liticos mas prolongados.
Del mismo modo, Cuyutupa (115), reporto fagos de Salmonella enterica serovar Infantis
con un tiempo de latencia de 10 minutos y tamafio de explosién de 32,93 UFP/célula,

valores comparables a los observados en este estudio con el bacteriofago PO7AR6
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(periodo de latencia de 5 minutos y tamafo de explosion de 23,8 UFP/célula) (Figura 5),
lo cual se explicaria por las similitudes en las tasas de crecimiento rapidas y maquinarias

activas entre S. Infantis y P. aeruginosa, favoreciendo ciclos liticos mas eficientes.

La determinacion de la concentracion de particulas fagicas activas es fundamental en la
caracterizacion de bacteridfagos, ya que permite evaluar su estabilidad a lo largo del
tiempo y bajo diferentes condiciones de pH, temperatura y almacenamiento, ademas, este
parametro facilita la comparacion de la eficiencia de replicacion entre diferentes fagos o
frente a distintas cepas hospedero (1). En este estudio, la titulacion de los bacteriofagos
varié ampliamente desde 10”UFP/mL (P15AR1) hasta 10'>UFP/mL (PO7ARS) (Tabla

3), lo cual refleja diferencias intrinsecas en la eficiencia del ciclo litico de cada fago.

Diversos estudios han reportado titulos similares en fagos contra P. aeruginosa. Por
ejemplo, Garcia y Porras (3) obtuvieron concentraciones que oscilaron entre 10* y
10*2UFP/mL, mientras que Sanchez (2), report6 valores entre 107 y 103 UFP/mL, lo
cual es consistente a lo reportado en el presente estudio. En contraste, fagos como ASCF1
dirigido contra L. monocytogenes presentd una concentracion de 10 8 UFP/mL (21), que
ha comparacion de PO7AR9 y otros fagos que superaron la concentracion de
10" UFP/mL, es considerablemente menor. Esto puede atribuirse en parte a la menor

tasa de crecimiento de su hospedero.

Esta variabilidad en los titulos se explica por la interaccion de multiples factores, aunque
el tamafo de explosion es uno de los mas influyentes este actia en conjunto con la
eficiencia de adsorcion del fago, el nimero de ciclos liticos realizados durante el cultivo,

la eficiencia de ensamblaje de nuevas particulas virales y el tipo de metabolismo del
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hospedero (105,136,148). En este contexto, la marcada diferencia en las concentraciones
de PI5SAR1 y PO7ARS, puede atribuirse a que este ultimo presenta un menor tiempo de
latencia y un mayor tamano de explosion, condiciones que favorecen un mayor nimero
de ciclos liticos y, por tanto, una produccion superior de viriones en el mismo periodo de
incubacion. Ademas, una probable mayor afinidad de PO7AR8 por los receptores
bacterianos podria aumentar su eficiencia de adsorcidon, permitiendo infectar un mayor
numero de células por unidad de tiempo y sostener asi titulos elevados, como los

observados en este estudio.

Los receptores bacterianos que interaccionan con los sistemas de reconocimiento de los
bacteriofagos pueden variar tanto entre familias fagicas como entre cepas de una especie
bacteriana, esta variabilidad condiciona la amplitud del rango de hospedero (153). En el
presente estudio, se consider6 como hospedero a aquella cepa en la que se observo la
formacion de halo de lisis en placas de doble agar (Apéndice 6). Estos halos son producto
de enzimas liticas fagicas, principalmente holinas y lisinas, que se difunden a través de la
capa de agarosa y degradan la envoltura celular bacteriana, generando asi zonas
traslucidas en el agar (154). La especificidad del rango de hospederos se ve condicionado
por la variabilidad estructural de los receptores bacterianos y la diversidad funcional de

las enzimas liticas (155).

En P. aeruginosa diversos estudios han identificado receptores para bacteriofagos, tales
como el lipopolisacéarido (LPS), especialmente su nticleo (156) y Antigeno O - especifico
(157), el pili tipo IV (158) y las proteinas de membrana externa como OprF y OprM (159).
Por ejemplo, Garbe et al. (158) observo que el fago JG024 utiliz6 al menos dos receptores,

el pili tipo IV y el LPS, que le permiti6 infectar un amplio espectro de hospederos
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alcanzando hasta un 84% de efectividad. En acorde, Sanchez (2) observo que el fago
F1AO-501 infect6 el 80% de cepas de P. aeruginosa MDR. Resultados similares fueron
obtenidos en este estudio en los que se report6 elevados rangos de hospederos donde fagos
como P24AR3, P17ARS, PO7AR6, P17AR6, P19ARS y PO7ARO lisaron el 90,91% de P.
aeruginosa en estudio, mientras que, PO7ARS lis6 el 100% (Figura 3), lo que sugiere el

uso de multiples receptores conservados entre las cepas bacterianas.

En contraste, el fago PISARI que liso6 inicamente a su cepa hospedero original (Figura
3), podria tener afinidad por receptores altamente variables entre las cepas, como
proteinas de membrana externa, limitando de este modo el espectro de infeccion, esto es
independiente de la titulacion que presente el bacteriofago (160). Lo anteriormente
mencionado ha sido documentado por Al-Wrafy et al., quienes observaron que la proteina
fagica PA-PP fue eficiente solo para la cepa PARS0 de P. aeruginosa (160). Del mismo
modo, Llanos (20) reportd bacteriéfagos que solo lisaron a su cepa hospedero inicial,

acorde a lo observado con el fago P15SARI.

La resistencia bacteriana a los fagos puede manifestarse en diferentes etapas del ciclo
fagico. Las bacterias han desarrollado multiples mecanismos de adaptacion, como la
mutacion en receptores bacterianos, el sistema CRISPR/Cas, e incluso la activacion de
sistemas de defensa abortiva (Abi), que inducen el suicidio celular para impedir la
replicacion del fago (152,155). En este contexto, Li ef al. (151), determinaron que la
variante PA1RG de P. aeruginosa que carecia del antigeno O de cadena larga, era menos
susceptible a la infeccion por fagos. Las mutaciones de resistencia para los fagos varian
segun el tipo de LPS al que se une, incluso puede haber mutaciones en el pili tipo IV, lo

que impediria la formacion del receptor al que se une (152). Estos factores mencionado

65



podrian estar involucrados en la resistencia observada en la cepa P18 de P. aeruginosa

frente a la mayoria de los fagos analizados en este estudio.

La capacidad de los fagos para superar los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa
involucran el transporte de enzimas, como las depolimerasas, localizadas en la capside o
cola, capaces de degradar la biopelicula y facilitar el acceso del fago a sus receptores
diana, otros, modifican sus bases de nucledtidos, evitando el reconocimiento por las
nucleasas del hospedero y asegurando la integridad de su ADN viral (155). Asimismo,
algunos han desarrollado proteinas anti-CRISPR (Acr), que bloquean el sistema de
defensa CRISPR-Cas bacteriano, impidiendo la degradacion de su material genético, en
P. aeruginosa, se han descrito AcrlF1, AcrlF2 y AcrlF3, capaces de neutralizar el sistema
tipo I-F, que permite al fago completar su ciclo litico y mantener titulos elevados en el
tiempo (150). Este tipo de adaptaciones podrian explicar la capacidad litica de los fagos
PO7AR8 y PO7AR6, que fueron los unicos en lisar a la cepa P18 (Apéndice 6), lo que

sugiere que poseen mecanismos adicionales de evasion de defensas bacterianas.

En este estudio, a pesar de que la mayoria de bacteriéfagos fueron especificos para P.
aeruginosa, algunos mostraron capacidad de infectar otras bacterias gramnegativas (E.
coli, Salmonella sp., Klebsiella pneumoniae, y K. aerogenes) e incluso grampositivas (S.
aureus ATCC25923) (Figura 4). Esto ha sido reportado por Kim ef al. (107), quienes
describieron que el bacteridfago PA10 aislado contra P. aeruginosa, mostrd fuerte
actividad litica contra Shigella sonnei, S. aureus, Streptococcus salivariusy L.
monocytogenes. De esto se deduce que muchos bacteriéfagos utilizan receptores de
adhesion que estan presentes en una amplia gama de bacterias, como el LPS y las

proteinas de membrana externa ubicadas en la superficie de las bacterias gramnegativas
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(152). Esto se evidencio en el fago ®SERI1, que infectd diversas especies del orden
Enterobacterales, ademds se destaca la presencia de genes codificadores de fibras y

proteinas de cola que permiten una union flexible (161).

Los bacteriofagos aislados en las aguas residuales del HRDC, al estar expuestos a muchas
especies bacterianas, posiblemente coevolucionaron para reconocer patrones repetitivos
comunes entre especies diferentes. Esta hipotesis concuerda con lo reportado por Filik ef
al., quienes determinaron que en P. aeruginosa, el antigeno O presenta patrones
glucidicos repetitivos que pueden ser estructuralmente similares a los 4cido teicoicos de
S. aureus, lo que facilitaria la union accidental o adaptativa, sobre todo en fagos con fibras
flexibles (162). De manera coherente, Gonzalez et al. (19) tras evaluar el rango de
hospederos, observaron que dos bacteridofagos liticos aislados contra P. aeruginosa
también fueron capaces de lisar a S. aureus, hallazgo que coincide con los resultados

obtenidos en la presente investigacion para el fago P14AR1.

Es importante destacar que, aunque se utilizd6 una misma cepa hospedera para el
aislamiento de bacteriofagos a partir de diferentes muestras de agua residual, los fagos
resultantes no necesariamente corresponden al mismo. Esto se evidencid claramente en
la comparacion de los bacteriofagos PO7AR2 y PO7AR9, que, a pesar de haber empleado
la misma cepa para su aislamiento, difirieron significativamente en su caracterizacion. El
fago PO7AR2 no fue especifico para P. aeruginosa ya que lis6 cepas de K. pneumoniae 'y
K. aerogenes, ademas presentd sensibilidad a 60 °C y pH 3. Por el contrario, el fago
PO7AR9 fue especifico para P. aeruginosa lisando exclusivamente a 10 cepas de esta

especie y manteniendo estabilidad frente a 60 °C y a los distintos niveles de pH.
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Estos resultados reflejan la diversidad funcional y gendmica entre fagos aislados de
diferentes fuentes, incluso cuando se utiliza una misma cepa como sistema de
enriquecimiento. Casos similares han sido reportados por Wannasrichan et al. (132),
quienes aislaron el fago JJO1 (miovirus) utilizando como hospedero a P. aeruginosa PAO1
y observaron una especificidad estricta hacia esta especie bacteriana. En contraste, Kim
et al. (107) también utilizaron la cepa de P. aeruginosa PAO1 para aislar el bacteriofago
litico PA10 (sifovirus) el cual mostré actividad litica no solo contra P. aeruginosa sino
también contra S. sonnei, S. aureus, S. salivarius y L. monocytogenes. Estos hallazgos
refuerzan la idea de que el origen ambiental del fago y su diversidad natural influyen
significativamente en su especificidad y estabilidad, incluso cuando el aislamiento se

realice utilizando el mismo hospedero.

Las variaciones de temperatura y pH pueden alterar la dindmica replicativa de los
bacteriofagos, lo que resulta critico para su aplicacion biotecnologica en areas como la
fagoterapia, la industria alimentaria o el tratamiento de aguas (163). En este estudio, se
evaluo la concentracion de los 22 fagos después de una hora de exposicionapH 3,5, 7y
9, asi como temperatura de 4 °C, 12 °C, 37 °Cy 60 °C. En general, todos mantuvieron su
infectividad a nivel de pH, con reducciones maximas de hasta dos 6rdenes logaritmicos
(Figura 6), lo que denota una estabilidad considerable. El fago PO7AR2 mostr6 mayor
sensibilidad a pH 3 (Apéndice 8), patroén también observado en el fago vB_PaeM_SCUT-
S2S2 (164), mientras que la mayoria de los fagos mostr6 estabilidad entre pH 5y 9, en

concordancia con lo reportado previamente (2,18).

La tolerancia al pH puede asociarse a la solidez estructural de la capside, donde proteinas

ricas en enlaces disulfuro o con disposicion compacta tipo § — hojas, como, los miovirus,

68



resisten mejor la protonacidon excesiva y la desnaturalizacion (163). El pH acido puede
generar cambios electrostaticos e interferir con la adsorciéon al receptor bacteriano,
reduciendo la infectividad sin destruir al fago (156), como ocurrié con PO7AR2. Por otro
lado, a pH 9 solo se observaron leves reducciones, posiblemente debido a la disociacion
proteica (163), como en PI4AR1 y P15ARS. Los resultados confirman que el pH 3 ejerce
mayor efecto adverso, probablemente por la alteracion de interacciones no covalentes
esenciales, que puede desestabilizar la estructura proteica (165,166). En acorde a esto,

Sanchez (2) observé que el F1AO-505 redujo mas su titulo a pH 3 que a pH 9.

Bacteriofagos aislados en entornos con pH variable, como aguas residuales hospitalarias,
probablemente han desarrollado adaptaciones que favorecen su tolerancia (163). Esto se
evidencio en los fagos PO7AR7 y P15AR7, procedentes de la misma muestra, que
mostraron una ligera reduccion en sus titulos a pH 3, de igual forma con P15AR6 y
P17AR6. Este comportamiento coincide con otros estudios que demuestran que las
variaciones ambientales incluida la acidez impactan en la estabilidad de las particulas
fagicas (167). Estos hallazgos resaltan que la estabilidad frente al pH no solo depende de

la estructura proteica, sino también del nicho ecoldgico de origen.

Por otra parte, en este estudio, la mayoria de los fagos fueron estables a 4 °C (Figura 7).
Singularmente, los bacteriéfagos P24ARS8 y P15ARG6 tras incubacion por una hora a 4 °C
exhibieron, en comparaciéon con 37 °C, ligeras mejoras en la titulacion. Esto puede
atribuirse a que a temperaturas bajas se minimiza la actividad de enzimas degradativas
residuales del hospedero, como las proteasas o nucleasas, ademas, de la reduccion de
reacciones espontaneas que pueden comprometer la integridad del fago, favoreciendo asi

su viabilidad previa a la titulacion (1,163).
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En contraste, el bacteriofago P17ARS se inactivo completamente a 60 °C perdiendo el
100% de su infectividad (Apéndice 9), ademas, evidencid una ligera reduccion a 12 °C,
lo que indica una alta sensibilidad térmica. Estos patrones concuerdan con estudios
previos: Garcia y Porras (3) reportaron que el fago LR3 se inactivé a 60 °C después de 5
minutos de incubacion. Otros estudios, como los de Yu ef al. (168), Akremi et al. (18) y
Wang ef al. (169), han confirmado la estabilidad térmica de diversos fagos entre 4 °C y
55 °C, con pérdidas marcadas solo a temperaturas mas extremas. A temperaturas altas los
bacteriofagos pueden prolongar el periodo de latencia (163), ademas, pueden generar que
las proteinas de la capside, la cola, las proteinas de unidn a receptores y enzimas se

desnaturalicen, perdiendo su funcionalidad (170).

Bacteriofagos como P14AR2, P23AR2, P23AR3, PO7AR6, 15AR6, PO7TARS y P19ARS
mostraron buena tolerancia a 60 °C. Estudios sugieren que la resistencia térmica de
algunos fagos se le atribuye a mayor cantidad de enlaces i6nicos y puentes de hidrogeno
que estabilizan su estructura y confieren mayor compactacion, ademas poseen mayor
proporcion de aminodcidos hidrofobicos (171,172). Estos mismos fagos pueden portar
endolisinas termoestables como LysPA26 que obtuvo una actividad antibacteriana contra
P. aeruginosa del 90% a 50 °C (173), o la endolisina PVP-SE1gp146 que pudo mantener
su actividad contra la misma especie a temperaturas de hasta 90 °C (174). Por este motivo,
la infectividad a alta temperatura de los fagos observados podria estar relacionada con

alguno de estos mecanismos.

Asimismo, la estabilidad fisicoquimica de los fagos tiende a estar relacionada con la de
su hospedero, dado que ambos coexisten en los mismos nichos ecologicos, generando asi

presion selectiva para ambos (3,175). Esto ha sido reportado por Alegre (21), que observé
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que el fago ASCF1 fue estable entre 4 °C y 45 °C coincidiendo con el rango de
crecimiento de su hospedero, L. monocytogenes. De forma andloga, el fago @Y S40, que
infecta a Thermus thermophilus, cuyo rango 6ptimo de crecimiento es 65 °C, fue estable
a 78 °Cy, en menor medida, a 55 °C (176). En P. aeruginosa, una bacteria mesofila que
crece entre 4 °C y 42 °C se esperaria que sus fagos toleren temperaturas similares o
superiores dependiendo de su morfologia y composicion estructural, sin embargo, esta
correspondencia no es absoluta pues la infectividad depende también de la afinidad por
receptores bacterianos, la estabilidad conformacional de las proteinas de la capside y otras

interacciones moleculares (177).

Se observo, ademas, una leve reduccion en la titulacion a 12 °C en comparacion con 4
°C. Litt et al. (165) reportaron un patrén similar, donde un fago litico de E. coli redujo
mas su concentracion a 25 °C que a 15 °C. De igual forma, Alegre (21) reportd que el
fago de L. monocytogenes permanecio estable a 4 °C, pero redujo su concentracion a 24
°C. Estos resultados podrian explicarse porque, a temperaturas intermedias (12 °C y 25
°C), ciertas reacciones moleculares y enzimaticas continlian, aunque a una velocidad
inferior a la 6ptima, lo que prolonga la fase de latencia y aumenta el riesgo de dafio en
proteinas esenciales como las de unidn a receptores, haciéndolas mas susceptibles a la
pérdida de actividad, en contraste, a 4 °C la actividad catalitica de las proteinas se reduce
considerablemente o incluso se detiene, lo que limita procesos degradativos,

contribuyendo a preservar la integridad estructural del fago (170,174,178).

Como se evidencid en la presente investigacion, la temperatura ejerce una presion
selectiva mas intensa que el pH. En acorde a ello, se han reportado estudios como el

realizado con el fago MS2, donde se observd que a medida que la temperatura aumenta
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las proteinas fagicas se desnaturalizan incluso cuando se mantiene el pH a condiciones
optimas. Por el contrario, a pesar de las variaciones de pH, el fago MS2 permanece
relativamente estable a una temperatura 6ptima (166). Esta diferencia puede deberse a
que la temperatura afecta de manera directa la integridad de la estructura de la capside y
la actividad de sus enzimas, mientras que el pH afecta mas cargas y protonacion de
residuos bacterianos lo que altera la adsorcion al receptor o la actividad enzimaética, pero

sin romper directamente la estructura fagica (167).

Al integrar los parametros analizados, en los que se incluye, el rango de hospederos, la
tolerancia a diferentes condiciones fisicoquimicas y la cinética de replicacion, los
bacteriofagos PO7ARS, PO7AR6, P14AR2, P24AR3 y P15AR2 perfilan como candidatos
potenciales para diversas aplicaciones biotecnoldgicas. En particular, PO7ARS8 destaca
por reunir caracteristicas particularmente deseables tales como un amplio espectro de
infeccion, especificidad frente a cepas de P. aeruginosa, marcada actividad litica frente a
aislados altamente resistentes, elevada titulacion y buena estabilidad frente a variaciones
de pH y temperatura. Estos hallazgos no solo permiten entender la biologia de los fagos
aislados, sino que también contribuyen a identificar candidatos idoneos que podrian
integrarse a terapias fagicas, reforzando el potencial de los bacteri6fagos como
herramientas biologicas complementarias o alternativas a los antimicrobianos

convencionales en el tratamiento de infecciones por P. aeruginosa MDR.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Se logro la caracterizacion de los 22 bacteriofagos aislados en ocho de las diez muestras
de agua residual del HRDC, demostrando que estos ambientes constituyen una fuente

accesible y relevante para la busqueda de fagos.

El rango de hospederos de los bacteriofagos mostré una variacion desde el 90,91%
(P24AR3, P17ARS, PO7AR6, P17AR6, P19ARS, PO7AR9) hasta el 36,36% (P15AR6),
destacando el bacteridfago PO7ARS, por su amplio espectro al lisar el 100% de las cepas
de P. aeruginosa MDR estudiadas, contrario a P15SAR1, cuya lisis se limito a su cepa

hospedero inicial (9,09%).

Los bacteriéfagos PO7ARS y PO7ARG6 presentaron ciclos liticos eficientes con un tiempo
de latencia de 5 minutos. El fago PO7ARS report6 el mayor tamafio de explosion con 52
UFP/célula, seguido por PO7AR6 con 23,8 UFP/célula. En contraste, P1SAR1 mostrd un

tiempo de latencia de 10 minutos y un tamaio de explosion de 19,8 UFP/célula.

Los bacteriofagos demostraron una alta estabilidad al mantener sus titulaciones casi
intactas ante variaciones de pH (3, 5, 7, y 9) y temperaturas de 4 °C, 12 °C y 37 °C. No
obstante, se observo una sensibilidad critica a 60 °C. Se identificé a seis fagos (PO7ARS,
PO7AR6, P14AR2, P24ARS8, P15AR6 y P24AR3) como los mds estables a las

condiciones fisicoquimicas y biologicas evaluadas.
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5.2. Recomendaciones

Para preservar la viabilidad y capacidad infectiva de los bacteriéfagos, se recomienda

realizar repiques periodicos cada seis meses.

Evaluar la morfologia de los bacteriéfagos mediante microscopia electronica de

transmision para determinar su estructura y clasificacion taxonomica.

Efectuar una secuenciacion completa del genoma de los bacteriofagos con mayor
estabilidad como PO7ARS, a fin de confirmar la ausencia de genes asociados a lisogenia,
factores de virulencia o marcadores de resistencia a antibioticos, garantizando asi su

seguridad para aplicaciones biotecnologicas.

Evaluar la eficacia de los bacteridéfagos seleccionados en modelos mas complejos, como

biofilms bacterianos, cultivos celulares u otros sistemas ex vivo, con el fin de simular

condiciones clinicas reales y validar su efectividad terapéutica.
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APENDICES

Apéndice 1. Toma de muestras de agua residual del HRDC

= B W T RS = =
1 AR1 AR2 AR3 AR4 AR5 ARG AR7 ’ ’

Apéndice 2. Identificacion de aislamientos de P. aeruginosa, (A) pruebas bioquimicas

en LIA, TSI, citrato de Simmons y MIO, (B) crecimiento en Agar Cetrimide, (C)

Observacion microscopica con tincion de Gram a 1000x.
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Apéndice 3. Método de difusion en disco para evaluar susceptibilidad a antimicrobianos
en P. aeruginosa. A) Perfil de resistencia de la cepa P18, B) Perfil de resistencia de la

cepa PO7.
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Apéndice 4. Placas liticas formadas por la actividad de los bacteriéfagos empleando la

técnica de spot test.
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Apéndice 5. Morfologia de las placas liticas de los 22 bacteriéfagos purificados.

P17AR6

Las vistas macroscopicas muestran la morfologia de las placas de lisis directamente en las placas

de Petri con agar nutritivo, evidenciando asi la diversidad morfologica de los 22 bacteriofagos.
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Apéndice 6. Rango de hospederos de seis bacteriéfagos sobre los aislados de P.

aeruginosa en estudio.

Vista macroscopica de la técnica spot fest para la determinacion de rango de hospederos. La
formacion de halos transparentes indica la lisis bacteriana producto de la accion de los

bacteriofagos.
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Apéndice 7. Valores de las repeticiones de las curvas de crecimiento de los bacteriofagos

seleccionados.
Bacteriofago PO7ARS
Tiempo (min) R1 R2 R3 Media SD Desv. Error
0 13 12 12 12.31579 1 0.333333
5 25 24 23 23.97221 1.527525 0.57735
10 73 72 72 72.33028 1 0.333333
15 102 99 100 100.3179  1.732051  0.881917
20 111 110 110 110.3313 1 0.333333
30 117 116 115 115.9943  2.309401 0.57735
40 155 154 154 154.3319  2.309401  0.333333
50 243 241 242 241.9972  1.527525 0.57735
60 287 286 286 286.3326  1.527525  0.333333
Bacteriofago PO7AR6
Tiempo (min) R1 R2 R3 Media SD Desv. Error
0 13 12 12 12.31579 0.57735 0.333333
5 25 24 23 23.97221 1 0.57735
10 73 72 72 72.33028 0.57735 0.333333
15 102 99 100 100.3179  1.527525  0.881917
20 111 110 110 110.3313 0.57735 0.333333
30 117 116 115 115.9943 1 0.57735
40 155 154 154 154.3319 0.57735 0.333333
50 243 241 242 241.9972 1 0.57735
60 287 286 286 286.3326 0.57735 0.333333
Bacteriofago P15SAR1
Tiempo (min) R1 R2 R3 Media SD Desv. Error
0 15 15 16 15.31915 0.57735 0.333333
5 19 20 21 19.96664 1 0.57735
10 29 29 30 29.32584 0.57735 0.333333
15 78 80 79 78.99156 1 0.57735
20 141 142 143 141.9953 1 0.57735
30 189 187 191 188.9859 2 1.154701
40 236 235 235 235.3324 0.57735 0.333333
50 278 276 278 277.3301 1.154701  0.666667
60 297 296 299 297.3281 1.527525  0.881917

R1: Repeticion 1, R2: Repeticion 2, R3: Repeticion 3, SD: Desviacion estandar, min: minutos

99



Apéndice 8. Efecto de pH sobre la concentracion de los bacteriofagos.

N ) \_“M et
Bacteriéfago PO7AR2

Vista macroscopica de placa de Petri con agar nutritivo

Apéndice 9. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la concentracion de los

bacteriofagos.

Bacteriéfago PO7AR9

12 °C

Bacteriofago P17AR6
Vista macroscopica de placa de Petri con agar nutritivo
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ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento de la coloracion Gram

Para el procedimiento, con un asa bacterioldgica estéril se tomo una colonia bacteriana fresca y
se extendié de manera uniforme sobre una lamina portaobjetos limpia agregando una pequefia
gota de agua destilada estéril para facilitar la dispersion. Luego, se dejé secar a temperatura
ambiente y se fijo al calor. A contaminacion, se aplico el colorante cristal de violeta durante 1
minuto, seguido se enjuagd con agua destilada. Después se afiadié Lugol como mordiente y se
dejo actuar durante 3 minutos, posteriormente se lavo con agua destilada. Se decolord con alcohol
acetona durante 15 segundo seguido de otro enjuague. Posteriormente, se agregd el colorante de
contraste, es decir, safranina durante 1 minutos, luego se enjuagé con agua destilada. Finalmente,
la lamina se seco a temperatura ambiente y se observé al microscopio utilizando el objetivo de

100x colocando una gota de aceite de inmersion (179).

Anexo 2. Caracteristicas diferenciales para la identificacion de Pseudomonas

aeruginosa.

ae] ® N <
o < %) @) ~N =]
g 2| g & el gl 8l E| == £ g
AEIRIE SEIEIEIE|E T |2 E|S

= o=

23| % R 7|2 |2 EE 2 &S| 2 SS|EZ]8)38
E| 2|0 |0 |E|A|z |0l =2al<|z2|=2|2|0|< |
V| + | + | + | K pRE + - V|V I+ |+ |V |V |- |+

K/K. alcalino/alcalino, + (90% o mas de cepas positivas); - (90% o mds de cepas negativas); V
(11-89% de cepas positivas).

Adaptado de: Procop et al. (46)
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Anexo 3. Lista de antimicrobianos que se utilizaron y criterios de susceptibilidad

segun CLSI, 2025 (76).
Grupo Antimicrobiano Conc. Liiieit
R I S

Cefalosporinas Cefepima (FEP) 30pg <14 15-17 =18
Ceftazidima (CAZ) 30pg <14 15-17 =18
Carbapenémicos Imipenem (IMI) I0pg <15 16-18 >19
Meropenem (MEM) I0pg <15 16-18 =19
Monobactamico Aztreonam (ATM) 30pg <15 16-21 =22

Penicilina antipseudomonal Piperacilina /
+ inhibidor de B -lactamasas T, 02 tam (TPZ) 110ug <17 18-21 =22
Fluoroquinolonas Levofloxacino (LEV) Spug <14 15-21 >22
Norfloxacino (NOR) I0pg <12 13-16 >17
Ciprofloxacino (CIP) Sug <18 19-24 >25
Aminoglucésidos Amikacina (AK) 30pug <14 15-16 >17

Conc.: concentracion del antimicrobiano por disco, S: sensible, I: Intermedio, R: resistente, >: Diametro

de halo de inhibicién mayor o igual, <: Diametro de halo de inhibicion menor o igual.
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