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Introduccion

Los bacteriéfagos, comunmente llamados fagos, son virus que infectan y se
multiplican en bacterias llevando a la destruccion de las células hospederas con la
liberacion de bacteri6fagos que infectan otras bacterias. Los fagos son parasitos
obligados que contiene un genoma de acido nucleico encerrado en una cubierta
proteica llamada capside y estos pueden pueden multiplicarse por medio de un
ciclo litico o lisogénico. (O’Flaherty, et al., 2009).

En el ciclo litico la particula de fago se adsorbe a la superficie de la célula
hospedera e inyecta su material genOmico en la bacteria, posteriormente, toma la
maquinaria metabdlica del hospedero resultando en la multiplicacion intracelular
del fago. El ciclo se completa con la lisis celular y la liberacién de la progenie del
fago (O’Flaherty, et al., 2009).

Durante el ciclo lisogénico, el ADN del fago es incorporado en el ADN del
huésped bacteriano, el material genético del fago se replica en el interior de la
célula pero no hay liberacion de particulas virales maduras o viriones. En este
caso, la célula huésped bacteriana no se lisa y se mantiene viable. (Donlan, et al.,
2009).

Los fagos son ubicuos y se sabe que infectan a mas de 140 géneros bacterianos,
son considerados como la entidad biolégica mas abundante con estimaciones de
10* particulas de fagos en el mundo (Bergh, et al., 1989; Whitman , et al., 1998).

A principios del siglo XX se realizaron grandes aportes en la terapia con fagos,
principalmente en un estudio para tratar y controlar la disenteria, asi como
diversas infecciones durante la segunda guerra mundial. Los ensayos clinicos
mas claramente documentados sobre el uso de fagos como agentes terapéuticos
han sido publicados por el Instituto de Inmunologia y Terapia Experimental
(“Instituto Hirszfeld”) en Wroclaw, Polonia, en donde se han publicado numerosos
articulos que documentan, datos sobre aproximadamente 2000 pacientes
infectados con una variedad de patégenos (predominantemente resistentes a
antibioticos) que fueron tratados con fagos y cuyos resultados, en forma global,
fueron exitosos entre del 60 al 90% de los casos (Inal, 2003)..

Sin embargo a pesar de los éxitos citados, la fagoterapia ha sido cuestionada
ante la creciente comercializacion de antibidticos en humanos y alimentos
(Sulakvelidze, et al.,, 2001), ademas de la estricta regulacibn del uso de
bacteri6fagos como agentes terapéuticos por las leyes nacionales e
internacionales (Parracho, et al., 2012).
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El incremento en la resistencia a antibioticos en bacterias patdgenas ha justificado
la reconsideracion del uso los fagos como agentes antibacterianos. (O’Flaherty, et
al., 2009). Recientemente se han incrementado las investigaciones alrededor del
mundo enfocadas en la explotacion de bacteriofagos como agentes
antibacterianos para un amplio rango de aplicaciones. Ademas, se proponen el
uso de grupos o complejos de fagos como estrategia de control bacteriano

El uso de bacteriofagos en la industria alimenticia para el biocontrol de
contaminacion bacteriana, resulta una alternativa segura, eficaz y accesible para
la preservacion de alimentos sin el uso de quimioterapia.

MARCO TEORICO

Reseifia historica de los bacteriofagos
La historia del descubrimiento de los bacteri6fagos ha sido objeto de largos
debates, incluida una controversia sobre reclamaciones de prioridad.

Ernest Hankin, un bacteridlogo britanico, reporté en 1896, la presencia de una
marcada actividad antibacteriana contra Vibrio cholerae, la cual observo en las
aguas de los rios Ganges y Jumna en la India, y sugirié6 que una sustancia no
identificada fue la responsable de este fenbmeno y de limitar la propagacion de la
epidemia de cdlera. Dos afios mas tarde, el ruso Gamaleya bacteriélogo, observo
un fendmeno similar al trabajar con Bacillus anthracis. Existen otras observaciones
de muchos otros investigadores que se piensan, estan relacionados al fenbmeno
de los bacteri6fagos. Sin embargo, ninguno de estos investigadores estudido mas a
fondo sus hallazgos hasta que Frederick Twort, volvié a introducir el tema casi 20
afos después de la observacion de Hankin al informar de un fenémeno similar,
avanzando la hipétesis de un virus. Sin embargo, por diversas razones, incluyendo
dificultades financieras Twort abandono la investigacion, dos afios antes de que
los bacteriéfagos fueran "oficialmente" descubiertos por Félix d'Herelle en 1917.
(Sulakvelidze et al., 2001).

El descubrimiento o redescubrimiento de los bacteriéfagos por d'Herelle a menudo
se asocia con un brote de disenteria hemorragica grave entre las tropas francesas
estacionadas en Maisons-Laffitte (en las afueras de Paris) en julio-agosto de 1915;
aparentemente d'Herelle observo por primera vez el fendmeno del bacteriéfago en
1910 mientras estudiaba medios microbiolégicos para controlar una epizootia de
langostas en Meéxico. Durante el brote de disenteria varios soldados fueron
hospitalizados, y d'Herelle fue asignado para llevar a cabo una investigacion del
brote. Durante estos estudios, hizo filtrados libres de bacterias de muestras
fecales de los pacientes y los mezclo e incubo con cepas de Shigella aisladas de
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los pacientes. Una parte de las mezclas se inoculd6 en animales de
experimentacion, y una porcion fue sembrada en agar con el fin de observar el
crecimiento de las bacterias. Fue en estos cultivos de agar que d'Herelle observo
la aparicion de zonas pequefias y claras, que en un principio llamo taches vierges
(puntos en blanco). Los hallazgos de D'Herelle fueron presentados durante la
reunion de septiembre de 1917 en la Academia de Ciencias, y fueron publicados
posteriormente en los trabajos de la reunion. En contraste con Hankin y Twort,
d'Herelle tenia pocas dudas acerca de la naturaleza del fenémeno, y propuso que
se debia a un virus capaz de parasitar bacterias. (Sulakvelidze et al., 2001).

El nombre de "bacteri6fago" fue propuesto por d'Herelle, quien decidié este
nombre junto con su esposa Marie el 18 de octubre 1916. El nombre se forma a
partir de "Bacterias" y "phagein" (comer o devorar, en griego), y fue para dar a
entender que los fagos "comen"” o "devoran" bacterias. D'Herelle, que se
consideraba a si mismo como el descubridor de los bacteriéfagos, fue informado
del descubrimiento anterior de Twort pero sostuvo que el fenbmeno descrito por
Twort era distinto de su descubrimiento. A diferencia de Twort, d'Herelle prosiguio
activamente con los estudios de bacteridfagos y creia fuertemente que los fagos
eran virus vivos y no "enzimas", como muchos de sus compafieros investigadores
pensaban (Sulakvelidze et al., 2001). La disputa por la prioridad ceso
eventualmente, y muchos cientificos aceptaron el descubrimiento independiente
de los bacteriéfagos y simplemente se refirieron a estos como el fenédmeno "Twort-
d'Herelle” y, mas tarde, el " fendbmeno del bacteriéfago” (Sulakvelidze et al., 2001).

Poco después de su descubrimiento, d'Herelle utilizd6 los fagos para tratar la
disenteria, en lo que probablemente fue el primer intento de usar bacteri6fagos
terapéuticamente. Los estudios fueron realizados en el Hospital de Enfants-
Malades en Paris en 1919 bajo la supervisiéon de Victor-Henri Hutinel, jefe del
hospital de Pediatria. La preparaciéon de fagos fue ingerida por d'Herelle, Hutinel y
varios internos del hospital con el fin de confirmar su seguridad antes de su
administracion para un nifio de 12 afios de edad, con grave disenteria. Los
sintomas del paciente cesaron después de una sola administracién del fago
antidisenteria de d'Herelle, y el nifio se recuperd en unos pocos dias. La eficacia
de la preparacion de fago fue "confirmada” poco después, cuando tres pacientes
adicionales con disenteria bacteriana y tratados con una dosis de la preparacion
comenzaron a recuperarse dentro de 24 h de tratamiento. Sin embargo, los
resultados de estos estudios no se publicaron inmediatamente y, por lo tanto, el
primer reporte de la aplicacién de fagos para tratar enfermedades infecciosas en
humanos llego en 1921 por Richard Bruynoghe y Maisin Joseph, que utilizaron
bacteriéfagos para el tratamiento de enfermedades de la piel por estafilococo. Los
bacteriéfagos fueron inyectados dentro y alrededor de heridas quirdrgicas,
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obteniendo como resultado la regresion de las infecciones dentro de 24 a 48 h.
Varios estudios prometedores y similares siguieron. Animados por los resultados
preliminares, d'Herelle y otros continuaron con estudios sobre el uso terapéutico
de los fagos. d'Herelle utilizd6 diversas preparaciones de fagos para tratar a miles
de personas que tenian coOleray / o la peste bubodnica en la India, ademas, varias
empresas empezaron la produccion activa comercial de fagos en contra de
diversos patdgenos bacterianos (Sulakvelidze et al., 2001).

Generalidades de los bacteriofagos

Los virus de bacterias, también llamados bacteriéfagos o fagos, son muy diversos.
La mayoria de estos virus, que se han estudiado en detalle, infectan bacterias del
grupo entérico, como Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Sin embargo, se
conocen virus que infectan a diversos procariotas, tanto Bacteria como Archaea.

Los bacteri6fagos mejor estudiados, en su mayoria contienen genomas con DNA
bicatenario y se cree que este tipo de bacteriéfago es el tipo mas comun en la
naturaleza. Sin embargo, se conocen muchos tipos, incluyendo fagos que poseen
genomas con RNA de cadena sencilla, con RNA de doble cadena segmentados, y
con DNA de cadena sencilla (Madigan et al., 2003).

El ciclo de infeccion de los virus puede ser resumido en las siguientes etapas
(Fig.1):

1) Unidn o fijacién (adsorcién) del virus a una célula hospedadora susceptible.

2) Penetracién (inyeccién) del virion o de su acido nucleico en la célula.

3) Sintesis de acido nucleico y proteina; tiene lugar desde el comienzo hasta
el final de la infeccién. Al principio, el virus redirige el metabolismo celular
hacia la sintesis de acido nucleico y proteinas viricas. Mas tarde, se
sintetizan proteinas estructurales que son componentes de la cubierta
virica.

4) Ensamblaje de las subunidades estructurales (y componentes de
membrana en virus envueltos) y empaquetamiento del 4cido nucleico para
originar nuevas particulas viricas.

5) Liberacién de los viriones maduros de la célula.
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Fig.1: Ciclo de infeccién de los bacteriéfagos
http://www.hiru.com/biologia/los-virus

Ciclo litico de los bacteriéfagos

La primera etapa en el ciclo litico, se ve facilitada por fibras de la cola que se unen
a moléculas especificas que funcionan como receptores de los fagos en la
superficie celular bacteriana. La especificidad de receptores para cada fago solo
determinara su rango de hospedero. Algunos fagos tienen una especificidad a
nivel de cepa mientras que otros tienen espectro mas amplio para poder infectar
muchas cepas bacterianas dentro de una sola especie o incluso especies
multiples.

En el ciclo litico, una célula bacteriana con una sola particula viral madura,
llamada virion, dara lugar a la produccién de multiples fagos, el nimero de viriones
liberados dependera del fago en particular. El ciclo litico de los fagos puede ser
caracterizado por el periodo de eclipse, que es el periodo de tiempo que
transcurre entre la infeccion inicial por fagos y la primera aparicion de particulas de
fagos infecciosos, y el periodo de latencia, que es el periodo de tiempo que
transcurre entre la infeccion inicial por fagos y la liberacion de particulas
infecciosas de fagos mediante lisis celular (Donlan, 2009).

Ciclo lisogénico

Durante el ciclo lisogénico, los fagos son capaces de entablar una relacion
estable con el hospedador, el ADN del fago es incorporado en el genoma
bacteriano, a esta forma se le conoce como profago. El profago puede replicarse
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como parte del genoma bacteriano durante generaciones. Las  células
lisogenizadas presentan inmunidad frente a la infeccion, es decir, no pueden ser
reinfectadas por el mismo virus o por virus compatibles y la célula huésped
bacteriana no es lisada. Estos fagos se denominan fagos temperados y la cepa
bacteriana que contiene el ADN del fago es denominada lisogénica. Las bacterias
lisogénicas pueden ser inducidas a iniciar el ciclo litico del fago, resultando en la
produccion de fagos maduros. (Donlan, 2009).

Esta induccién puede producirse espontaneamente o provocarse con luz UV o con
mutagenos como la mitomicina C. (Wong, 2004).

Clasificacion de los bacteriéfagos
Existen 13 familias de fagos que se clasifican de acuerdo a la naturaleza de su
genoma y a sus caracteristicas morfologicas (Tabla 1) (Ackermann, 2001).

Tabla 1: Principales morfotipos y caracteristicas de las familias de bacteri6fagos (Ackermann,
2001)

Morfotipo Forma Acido Familia Particularidades
nucleico I::[
AlaA3 Fagos con ADN de, L Myoviridae Cala contractil Q e
cola A1 B1 c1-
Bl aB3 Siphoviridae Cola larga, no DQ :
contractil |
ClacC3 Podoviridoe Cola corta
D1 Fagos ADN sc, C Microviridae Capsdémeros G O o
poliédricos sobresalientes X /:J
D3 ADNde, C,S Corticoviridoe  Capside compleja, Az D B2 || cz’ 0a 7
lipidos
D4 ADN de, L Tectiviridae Vesicula lipidica, : d
pseudocola E,O
El ARM s¢, L Leviviridae P
E2 ARM dc, L, Cystoviridae Cubierta lipidica | '\Q/l
seg. J "
F1 Fagos ADM sc, C Inoviridae a-filamentos 3 e
filamentosos largos ] |
F2 b- bastones cortos e 5
F3 ADN dc, L Lipothrixviridae Cubierta lipidica
F4 ADN dc, L Rudiviridoe Similar al virus del
mosaico del tabaco
(chl Fagos ADNdc,C, S Plasmaviridae  Cubierta lipidica,
pleomarficos sin cdpside
G2 ADN de,C, 5 Fuselloviridee  Cubierta lipidica,

sin capside, en
forma de limdn
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Utilidad y aplicaciones de la fagoterapia

Uso de fagos como antimicrobianos en humanos

Durante los ultimos afios se ha visto una cantidad considerable de investigaciones
en todo el mundo centradas en la explotacion de fagos como agentes
antibacterianos para un amplio rango de aplicaciones. En cuanto al uso de fagos
como agentes antimicrobianos en los seres humanos se refiere, se han realizado
multiples investigaciones, entre las que destaca la realizada por el grupo polaco de
Gorski y Weber-Dabrowska, en Wroclaw, Polonia, y por el grupo del Instituto
Bacteriofago en Thilisi, Georgia (Chanishvili, et al., 2001), consideradas las
investigaciones mas importantes y amplias de los ultimos afios.

En las investigaciones realizadas en Polonia, las preparaciones de fagos fueron
administrados generalmente a pacientes cuyas infecciones no respondian a
terapia con antibidticos. Los pacientes tenian una amplia gama de enfermedades
causada por bacterias de los géneros Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia,
Proteus y Pseudomonas. Las edades de los pacientes oscilaron entre 1 semana y
86 afios de edad. Los fagos fueron generalmente administrados por via oral tres
veces al dia, o a nivel local mediante aplicacion directa en heridas o colocando
una suspension de fago en el ojo, oido o la nariz. En la mayoria de los casos, la
sensibilidad bacteriana a los fagos fue monitoreada y en situaciones donde se
producia resistencia a bacteriéfagos eran utilizados diferentes fagos.

En un estudio de terapia de fagos fueron reportados resultados de 550 casos de
1981 a 1986 por Slopek et al. (1987). Estos resultados demostraron que el 92,4%
de los pacientes estaban curados, 6,9% de los pacientes mostré una mejora en su
estado de salud, en contraste con 0,7% de pacientes en los que la terapia de
fagos resulto ser ineficaz (Slopek, et al., 1987).

En un estudio posterior del mismo grupo de investigadores, se reportaron
resultados similares. En este caso, la fagoterapia fue aplicada en un grupo de
1307 pacientes de edades comprendidas entre 4 semanas a 86 afios (Weber-
Dabrowska, et al., 2000). De estos pacientes, la recuperacion completa se produjo
en 85,9% de los casos, una mejora en la condicion en 10,9% de los casos,
mientras que 3,8% de los casos no se observd mejoria. Como en el estudio
anterior, los pacientes tenian una amplia gama de infecciones bacterianas
causadas por Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia, Enterobacter, Proteus y
Pseudomonas (Weber-Dabrowska, et al., 2000).

El trabajo adicional publicado por este grupo destaco el uso de la terapia de fagos
para tratar la piel supurativa cronica en 31 pacientes de edades comprendidas
entre 12 y 86 afos edad, cuyas infecciones fueron causadas por Pseudomonas,
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Staphylococcus, Klebsiella, Proteus, y E. coli (Cislo , et al., 1987). De los 31 casos,
el 77% mostré6 mejoras en la condicion. Sin embargo, en el 23% restante, el
tratamiento se interrumpio ya sea debido a la falta de mejora o el desarrollo de
efectos secundarios (Cislo , et al.,, 1987).

En otro estudio, infecciones bacterianas en pacientes con cancer fueron tratadas
con fago terapia (Weber-Dabrowska , et al., 2001). En este caso, fueron 20
pacientes con cancer con edades entre 1y 66 afios que presentaban infecciones
bacterianas concurrentes causadas por S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
K. oxytoca y E. coli. En estos 20 pacientes, el tratamiento con antibioticos habia
fracasado. Los pacientes recibieron por via oral fago tres veces al dia, y en todos
los casos la infeccion fue eliminada, variando el periodo de tiempo de mejoria de
2 a 9 semanas (Weber-Dabrowska , et al., 2001).

En el afio 2003, 94 pacientes con septicemia resistente a antibiéticos fueron
tratados con fagoterapia (Weber-Dabrowska, et al., 2003). En 71 de estos casos,
el tratamiento con antibiéticos continué en combinacion con la terapia de fagos y
en los otros 23 casos el fago se administrd solo. De los 94 casos, la recuperacion
completa se logré en el 85,1% de los casos, mientras que en el 14,9% de los
casos la terapia con fagos fue ineficaz.

Hoy en dia la terapia de fagos generalmente se considera un tratamiento
experimental, en Polonia en donde se administra a pacientes en los que
generalmente la terapia antibiética ha fallado (Gorski, et al., 2007)

Biocontrol Ltd en el Reino Unido realizd6 ensayos clinicos de fase Il con 24
pacientes. Este ensayo fue dirigido a infecciones del oido causadas por P.
aeruginosa. Los resultados demostraron un 50% reduccion de los sintomas en el
grupo tratado con fagos comparado con un 20% en el grupo no tratado. Ademas,
después de 3 semanas, el nUumero de células bacterianas presentes en los oidos
de los paciente tratados con fagos se reduce en un 80%, mientras que el nUmero
de células bacterianas en el grupo no tratado mostro un pequefio aumento
(Fortuna , et al.,, 2008).

Otro uso importante de bacteriéfagos fue reportado por Jikia et al., (2005). En este
caso el producto PhagoBioDerm se utilizo para tratar a dos hombres de Georgia
que fueron expuestos a estroncio-90 y posteriormente desarrollaron infecciones
por S. aureus. Estas infecciones fueron tratadas sin éxito con antibidticos y
pomadas tépicas. Doctores utilizaron PhagoBioDerm, un polimero biodegradable
gue contiene el antibiético ciprofloxacina y bacteriéfago, disefiado especificamente
para la curacion de heridas. Cabe mencionar que, la cepa de S. aureus tratado
demostré ser resistente a ciprofloxacina y a otros antibiéticos, por lo que las
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mejoras se atribuyen al fago impregnado en el producto (Jikia, et al., 2005). Los
dos hombres fueron tratados con PhagoBioDerm un mes después de la
hospitalizacion, la eliminacion de la cepa de S. aureus se observd después de 7
dias de la aplicacion del producto. En este caso se mostré que cuando la medicina
convencional ha fracasado, la aplicacion de bacteriéfagos puede tener éxito.

Uso de bacteriéfagos en animales como modelos de infeccion

Como cualquier nuevo medicamento o agente antibacteriano, los bacteri6fagos
también han sido sometidos a pruebas en animales como modelos de infeccion
humana, con el fin de evaluar su eficacia. Chibani-Chennoufi et al. (2004b) (citado
por O’Flaherty et al., 2009) cuantificaron la actividad de fagos frente a E. coli,
tanto in vitro como in vivo en un modelo de infeccién en ratones. Los fagos fueron
aislados del ambiente, a partir de muestras de agua y de muestras de heces de
pacientes de pediatria. Los fagos fueron agregados al agua para beber de los
ratones. Curiosamente, la parte in vitro del estudio demostré que las cepas
intestinales de E. coli fueron susceptible a los fagos. Sin embargo, en el estudio in
vivo, el titulo global de E. coli fue minimamente afectado. Los autores sugirieron
que la E. coli residente fue protegida de la infeccion del fago, considerando dos
posibilidades: 1) que la infeccion del fago fue inhibida por la presencia de grandes
cantidades de bacterias no-objetivo, considerando esta posibilidad como una
proteccion fisica, 2) que las bacterias pudieron encontrarse en fase estacionaria
de crecimiento, sirviendo esto como proteccion fisiolégica ante la infeccidn
(O’Flaherty et al., 2009).

En otro estudio realizado por Wang et al. (2006), se probo la terapia de fagos en
un modelo de ratones infectados por E. coli. El bacteriéfago se aislé de aguas
residuales de un hospital y fue designado F9882, el cual exhibi6 un amplio
espectro de actividad litica contra aislados clinicos de E. coli resistentes a
antibioticos. Los ratones fueron inyectados con la dosis letal minima de E. coli, y
se observd gue los ratones que no recibieron fagos fallecieron a las 24 h. En
contraste, todos los ratones que recibieron el fago F9882, administrado 40 min
después de la inoculacion de las bacterias sobrevivieron. Sin embargo, cuando el
tratamiento con el fago se retrasdé por 20 o 60min, s6lo 60% de los ratones
sobrevivieron. Esto se redujo aun mas, hasta el 20%, cuando los fagos se
administraron 3 h después de la inoculacién de la bacteria. (Wang et al., 2006). El
hecho observado podria ser atribuido al proceso fisiopatologico de la infeccion, ya
que la bacteria pudo haber quedado protegida del contacto con el bacteriofago
después del tiempo esperado.

En un experimento, realizado por McVay et al. (2007) se utilizaron bacteriéfagos
para controlar la infeccibn causada por P. aeruginosa, en una quemadura de
ratdbn, como modelo de herida, (McVay, et al., 2007); en este caso, un coctel de
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tres fagos fue administrado por via intramuscular, subcutanea o intraperitoneal a
grupos de 18 ratones. La supervivencia global en el grupo control fue del 6% en
comparacion con las tasas de supervivencia del 22-89%, dependiendo de la via de
inyeccion, siendo la via intraperitonal la mas significativa, con un 89% de eficacia
(McVay, et al., 2007).

E. coli uropatdégeno (UPEC) es otro patdgeno multiresistente a antibioticos que
recientemente fue tratado con bacteriéfagos por Nishikawa et al. (2008). El fago
T4 y el fago KEP10 fueron administrados en ratones inoculados con la cepa
UPEC. Después de 7 dias, 100 y 90% de los ratones tratados con T4 y KEP10,
respectivamente sobrevivié. En el grupo de control, donde no se administraron
fagos, todos los ratones murieron dentro de los 3 primeros dias (Nishikawa, et al.,
2008).

Wills et al. (2005) reportaron el potencial de la terapia de fagos para controlar S.
aureus en un modelo de infeccion en heridas de conejo. En este caso, la cepa
bacteriana utilizada habia causado infecciones en una granja de conejos. Para el
experimento, dos grupos de ocho conejos fueron inoculados con cepas de S.
aureus y un grupo recibié 2x10° PFU ml™ del fago LS2a. Uno de los ocho conejos
tratados con fagos desarroll6 un absceso de 64 mm? en comparacién con el
grupo de los ocho conejos no tratados, en los cuales los abscesos iban desde 32
hasta 144mm?. Ademas, en un estudio de dosis-respuesta, todos menos uno de
12 conejos que recibieron S. aureus presentaron un absceso. El conejo que no
present6 absceso, fue el que habia recibido la dosis mas alta de fago (6x10’ PFU
ml™). Un experimento en el que el tratamiento con el fago se retrasé 6, 12 y 24 h
después de la inyeccion bacteriana, se realizé también; en este caso, todos los
conejos presentaron abscesos, sin diferencias en la severidad entre éstos y el
grupo de control negativo (Wills, et al., 2005).

Cerveny et al. (2002) examinaron el uso potencial de los fagos como agentes
terapéuticos contra la infeccién por Vibrio vulnificus en un modelo de raton. En el
estudio, dos grupos de cuatro ratones fueron inyectados por via intravenosa con
10° CFUmI™ de V. vulnificus e inmediatamente inyectados con 10® PFUmI? de
fago CK-2 (grupo de prueba) y el grupo de control con un buffer de fosfato 0,01%
(p/v) de gelatina. Las tasas de supervivencia del grupo control de ratones fue de
0% comparada con la supervivencia total en los ratones tratados con fagos
(Cerveny, et al., 2002).

Sunagar et al. (2010) evaluaron el efecto protector de bacteriéfagos ante una
bacteremia letal provocada por S. aureus en ratones diabéticos y no diabéticos.
Durante este experimento también se comparé la eficacia del tratamiento con
bacteriéfagos y la terapia con antibioticos. La condicion diabética fue inducida en
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los ratones con estreptozotocina (STZ), la cual se administré intraperitonealmente.
La bacteriemia fue provocada mediante la administracion intraperitoneal de S.
aureus (RCS21), con una dosis letal de 2x10® UFC en ambos grupos de ratones,
diabéticos y no diabéticos. Para el tratamiento se administr6 una sola dosis de
fagos, via intraperitoneal, a los dos grupos de ratones (diabéticos y no diabéticos)
30 minutos después del desafio con la bacteria. Los fagos utilizados en este
experimento (GRCS) fueron aislados a partir de aguas residuales de un sistema
de alcantarillado municipal. El siguiente grupo de ratones fue tratado con oxacilina
(20 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal a fin de comparar ambos
tratamientos. Finalmente en el grupo control solo se administraron 200 ml de
solucion salina. Dentro de los resultados obtenidos se encontr6 que una sola
dosis de oxacilina presento 40% de proteccion en ratones diabéticos y 70% de los
no diabéticos, mientras que tres inyecciones consecutivas de oxacilina protegio
60% de los ratones diabéticos. Sin embargo, una sola dosis tratamiento de
oxacilina rescato 70% de los ratones no diabéticos. En marcado contraste, la
administracién de una sola dosis de fago GRCS de 2x 10° PFU brindo proteccién
de 90y 100% de los ratones diabéticos y no diabéticos respectivamente. Dentro
del grupo control se observaron diferencias en el porcentaje de mortalidad a pesar
de una dosis similar de RCS21, 100% de mortalidad en ratones diabéticos, en
diferencia de 80% en ratones no diabéticos. Con los resultados obtenidos durante
este experimento, los investigadores confirmaron que una dosis intraperitoneal
Unica de fagos fue mas eficaz que la oxacilina. (Sunagar et al., 2010)

Uso veterinario de bacteriofagos

Ademas del uso de los fagos para combatir agentes patdgenos que afectan a los
seres humanos, es posible utilizarlos como agentes terapéuticos para el
tratamiento de infecciones en animales.

En la década de 1980 en el Instituto de Investigacion de Enfermedades Animales
en Houghton, Cambridgeshire, se realizO una de las investigaciones mas
importantes por Smith y Huggins. En un experimento estos investigadores
suministraron una inyeccion intramuscular, a dosis Unica, de 3 x 108 UFP/mI de
fago, la cual dio protecciébn completa a ratones, que habian sido inyectados con
una dosis de 3 x 10® UFC/ml de E. coli K1. Ademas, Smith y Huggins (1982)
demostraron que una dosis Unica de fago fue mas efectiva que las dosis mdultiples
de antibidticos como la ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol (Smith y Huggins,
1982). Este grupo también utilizd con éxito bacteridofagos para prevenir la diarrea
inducida por E. coli en terneros, lechones y corderos. Para realizar dicho estudio
se aplico como profilactico una mezcla de dos bacteriofagos, B44/1 y B44/2, a fin
de proteger a los terneros, lechones y corderos de una infeccion letal producida
por Escherichia coli 09:K30, 99 enteropatogena, la cual habia sido aislada de
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brotes de diarrea neonatal en terneros. Los investigadores observaron que los
terneros que respondieron satisfactoriamente al tratamiento de fagos tenian
nameros mas bajos de E. coli en el tracto digestivo que aquellos terneros que no
habian sido tratados (Smith y Huggins, 1983).

Recientemente, Sheng et al. (2006) publicaron informes del uso de fagos para
controlar E. coli O157: H7 en ovejas y ganado. E. coli O157: H7 es considerada
una amenaza mundial para la salud publica desde su asociacion con la
enfermedad en 1982, y hoy en dia es uno de los patdégenos transmitidos por los
alimentos mas preocupantes, provocando diarrea acuosa, colitis hemorragica
sindrome urémico hemolitico y purpura trombocitopénica tromboética. Los bovinos
y ovinos, son los principales reservorios de este patégeno humano y son las
fuentes mas comunes de las infecciones ya que E. coli serotipo O157: H7 es un
miembro de la flora gastrointestinal de rumiantes. En el estudio, se utilizaron dos
fagos, SH1 y KH1, para reducir el nimero de bacterias en ratones, ovejas y
vacas. Dentro de los resultados se observo que, a pesar de que SH1, era mas
eficaz que KH1, no elimind a todas las bacterias, sin embargo, el numero de E.
coli O157: H7 se redujo en novillos tratados con SH1 solo o una combinacion de
SH1 y KH1, en comparacién con los animales de control (Sheng, et al., 2006).

Infecciones respiratorias causadas por E. coli en pollos han sido tratadas con
fagos. Se encontrd que la terapia con fagos era ineficaz en experimentos en los
gue se administro el fago en agua potable (Huff, et al., 2002). Ademas, se estudid
la eficacia de bacteri6fagos administrados por aerosol y por inyeccién
intramuscular, para tratar una infeccion por E. coli en pollos de engorda (Huff, et
al., 2003). En este caso, la inyeccion intramuscular del fago redujo la mortalidad
de 53% a 17%, 46% a 10%, y 44% a 20% cuando este fue administrado a las O,
24, 0 48 h después de la inoculacién con 10* CFUmI™ de E. coli, respectivamente.

Infecciones en pollos en engorda, causadas por Salmonella, fueron tratadas con
bacteriéfagos por Fiorentin et al. (2005) y Toro et al. (2005). En el estudio
realizado por Fiorentin et al. (2005), administraron por via oral bacteri6fagos a los
pollos, después de la administracién, los niveles de Salmonella entérica serovar
Enteritidis se redujeron 3.5 veces por gramo de contenido cecal de los pollos
después de 5 dias (Fiorentin, et al., 2005). Por otro lado, Toro et al. (2005)
utilizaron un coctel de fagos especifico para Salmonella para reducir Salmonella
enterica serovar Typhimurium en pollos. Los autores observaron una reduccién de
Salmonella en el ciego y el ileon en las aves tratadas con fagos. Ademas, el céctel
de fagos caus6 un efecto benéfico en el rendimiento de la ganancia de peso
(Toro, et al., 2005).
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Efectos protectores de los bacteriéfagos contra la infeccién por Lactobacillus
garvieae en el pescado jurel fueron demostrados después de la administracion
oral o intraperitoneal de fagos por Nakai et al. (1999). En este estudio, 100% de
peces inoculados con L. garvieae sobrevivid tras la administracién del fago, en
comparacion con soélo el 10% de supervivencia en el grupo de control, donde no
se administro el fago (Nakai, et al., 1999). Se ha informado también de proteccién
contra la infeccion por Pseudomonas plecoglossicida en peces Ayu (Plecoglossus
altivelis) con la administracion de fagos (Park, et al., 2000). En el ensayo, los
peces fueron desafiados oralmente primero con P. plecoglossicida en pellets (10’
CFUg™). Quince minutos més tarde, se administr6 el fago impregnado en el
alimento del pescado (10° PFUg™) y alimento libre de fago. Después de 2
semanas, la tasa de mortalidad en los peces que recibieron alimento sin fagos fue
de 65% (n = 40). En cambio, la tasa de mortalidad en los peces que recibieron el
fago en el alimentos fue del 22,5% (N = 40). Estos investigadores ampliaron sus
estudios a una prueba de campo donde fue administrado alimento impregnado con
fagos a los peces en un estanque. En este caso, la enfermedad no fue inducida
artificialmente pero se produjo de forma natural en el estanque. La tasa de
mortalidad (900 ejemplares por dia) disminuyo un tercio en comparacion con el
grupo control (Park y Nakai, 2003).

Uso de bacteriéfagos en la industria alimenticia

El control de patdégenos bacterianos, que pueden estar presentes en frutas y
hortalizas frescas y alimentos listos para comer, es una de las principales
preocupacion porque estos alimentos por lo general no sufren ningun
procesamiento o coccidn para eliminar a los patégenos antes de su consumo.

La literatura existente sugiere que los fagos también tiene aplicaciones potenciales
en el control de patdgenos presentes en alimentos (Goodridge, 2004; Sulakvelidze
& Barrow, 2005). Leverentz y sus colegas del Departamento de EE.UU. de
Agricultura (USDA), en Maryland, estudiaron el uso de fagos para controlar una
variedad de patdgenos bacterianos, centrando su atencidbn en melones y
manzanas (Leverentz, et al., 2001, 2003, 2004). Estos investigadores demostraron
una reduccion de 3,5 log en Salmonella enterica serovar Enteritidis en rodajas de
meldn almacenado entre 5y 10 °C; sin embargo no se observo una disminucion
significativa en manzanas. Estos investigadores recientemente optimizaron la
concentracion del fago y el tiempo de aplicacion del fago a través de aerosol en
rebanadas frescas de melones logrando una reduccion de patdgenos de 6,8
unidades logaritmicas después de 7 dias de almacenamiento, aplicando
concentraciones entre 10* y 108 UFP/ml. De sus observaciones concluyeron que
para reducir las poblaciones de patdgenos a niveles no detectables se requiere
una concentracion de fagos de 10® UFP/ml (Leverentz, et al., 2004).
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En otro estudio diferente, pieles de pollo fueron inoculadas con 10* CFUmI™ de C.
jejuni y posteriormente se administraron 10° PFU-cm™ de bacteriéfagos resultando
una reduccion del 95% de C. jejuni. Este grupo de investigadores también estudio
la reduccién de S. enterica serovar Enteritidis en la piel de pollos. Después de la
administracion del fagos, se observé una reduccion del 99% en el niumero de
bacterias en comparacién con los controles donde ningun fago se aplico (Goode,
etal.,, 2003).

Garcia et al. (2009), evaluaron la prevalencia de bacteriéfagos capaces de
infectar Staphylococcus aureus en muestras de leche. Catorce cepas de S.
aureus aisladas a partir de muestras de leche de vacas con mastitis, y
caracterizadas mediante analisis de Polimorfismo en los Productos de
Amplificaciébn al Azar (RAPD, por sus siglas en inglés), estas cepas fueron
utilizadas como hospederos en los ensayos de enriquecimiento. Se analizaron 75
muestras: leche de tanque de 72 granjas y 3 quesos de distintas fabricas. Se
aislaron 8 fagos diferentes, 2 de quesos y 6 a partir de leche. 89% de las muestras
contenian fagos ®H5, ®G7, PA72, que fueron detectados en 26, 21, y 20
muestras de leche, respectivamente. Algunos de los fagos presentaron alta
especificidad, infectando sé6lo una cepa de las 14 utilizadas para el estudio, otros
como PA72, infectd a una gama mucho méas amplia de cepas de estafilococos.
Ademas, durante este estudio se probé la estabilidad de estos fagos en la leche a
diferentes temperaturas, encontrando que de 0 a 5 ° C es el rango mas adecuado.
Sin embargo, todos los bacteri6fagos aislados durante este estudio fueron
bacteriéfagos lisogénicos, lo que dificulta el uso de dichos bacteriéfagos como
agentes de como control bioldgico en los alimentos (Garcia, et al., 2009).

Bueno et al. (2012), evaluaron el potencial de dos bacteriéfagos liticos aislados de
productos lacteos (vB_SauS-phi-IPLA35 y vB_SauS-phi-Saus IPLA88-), como
agentes para el control biolégico de microorganismos en queso fresco y queso
duro. La leche pasteurizada que se utilizd para la preparacion de los quesos fue
previamente inoculada con S. aureus (10° CFU/mI). Los quesos fueron fabricados
en una planta piloto del Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC)
mediante la técnica tradicional de manufactura. A un grupo de quesos se les
agrego un coctel de fagos (10° PFU), mientras que en el grupo de quesos control
no se adicionaron fagos. Dentro de los resultados obtenidos, se observé una
notable disminucion en el recuento de S. aureus viables durante la cuajada. En
los quesos frescos de prueba se observo una reduccion de 3,83 log UFC/g de S.
aureus en 3 horas, en comparacion con el queso control. En los quesos duros, la
cuenta de S. aureus se redujo en 4,64 log UFC/ en comparacion con los quesos
testigo. Estos resultados muestran que el uso de bacteridofagos en la industria
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alimenticia como agentes de control biolégico de microorganismos patégenos en
alimentos resulta factible (Bueno, et al., 2012)

Otra forma en que los fagos se han utilizado, para controlar contaminacién de
patégenos en alimentos, es en combinacion con sustancias naturales con poder
antimicrobiano, como fue el caso del estudio realizado por Viazis et al. (2011a).
Este grupo de investigadores probaron el efecto de un céctel de bacteriéfagos,
BECS8, solo y en combinacién con el aceite esencial trans-cinnamaldehido (TC)
sobre la viabilidad de una mezcla de E. coli enterohemorragica (EHEC) O157: H7
resistentes a acido nalidixico, las cepas fueron aplicadas en lechuga romana y
hojas de espinaca. El propoésito de este estudio fue determinar el efecto de BEC8
y TC, individualmente y en combinacién. La supervivencia de EHEC se determiné
usando recuento de placa estdndar en acido nalidixico (50 mg / ml) en agar
MacConkey. A niveles de in6culo bajos no se detectaron supervivientes cuando
ambas hojas se trataron con BEC8 o TC individualmente, después de 24 h a 23y
37°C. En cambio, a niveles de in6culo EHEC altos y/o disminucion de la
temperatura de incubacion, la eficacia de BEC8 y TC disminuyo. Sin embargo,
cuando los dos tratamientos se combinaron, no hubo sobrevivientes después de
los primero 10 min de incubacién a todas las temperaturas en ambos vegetales,
demostrando la eficacia de la combinacion BEC8/TC contra EHEC en ambos
vegetales de hojas verdes, combinacién que podria ser utilizado como un agente
antimicrobiano contra EHEC O157: H7 a fin de reducir su incidencia en la cadena
alimentaria (Viazis, et al.,, 2011a).

En otro estudio realizado por el mismo grupo de investigadores, se determiné el
efecto de la mezcla de fagos previamente caracterizados, BEC8, con actividad
litica sobre E. coli enterohemorragica (EHEC) O157: H7, la mezcla de fagos se
aplicé sobre materiales tipicamente utilizados como superficies en el
procesamiento de alimentos. Acero inoxidable (SSC), cerdmica (CTC) vy
polietileno de alta densidad (HDPEC) fueron utilizados. Los cultivos de ECEH
0157: H7 cepas EK27, ATCC 43895, y 472 fueron combinados. BEC8 fueron
aplicados sobre superficies inoculadas con los cultivos de ECEH 0157: H7 e
incubadas a 4, 12, 23, y 37 °C. La supervivencia EHEC se determind utilizando
recuento estandar en placa en agar de soya tripticasa. A 37 ° Cy 12 °C en SSC,
no se detectaron sobrevivientes después del tratamiento con BEC8 a los 10 miny
a 23 °C después de 1 h. Un resultado similar se obtuvo en CTC a 37 °C después
de 10 min, y después de 1 hora a 23 °C. Los resultados obtenidos durante este
estudio indican que la mezcla de fagos BECS8, es eficaz dentro de una hora frente
a niveles bajos de la mezcla de EHEC a temperatura ambiente en las 3
superficies. Estos fagos podrian ser utilizados para reducir la contaminacion por
patdogenos bacterianos en equipos y superficies para el procesamiento de
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alimentos, reduciendo con esto la incidencia de enfermedades transmitidas por
alimentos (Viazis, et al., 2011b).

Recientemente la Food and Drug Administracion (FDA) y el Departamento de
Agricultura de EE.UU. han aprobado preparaciones comerciales de fagos para
prevenir la contaminacion bacteriana de los animales, los cultivos, la carne y otros
alimentos. La FDA reconoce actualmente preparados comerciales de
bacteriofagos contra patdégenos bacterianos comunes, tales como Listeria
monocytogenes y E. coli aprobados para su uso en los alimentos consumidos por
los seres humanos (71 Fed. Reg. 47729,.. 2006). El primer producto basado en
bacteriofagos, aprobado en inocuidad de alimentos, fue ListShield ™ (LMP-102
™), de Intralytix Inc, un céctel de fagos que se dirige a los contaminantes L.
monocytogenes en los alimentos listos para comer (RTE) que contengan
productos de carne y aves de corral (Bren, 2007). La aprobacion se concedié en
2006 y es la primera vez que la FDA acept6 el uso de una preparacion de fagos
como un aditivo alimentario. Similares aplicaciones de seguridad alimentaria y
otras aplicaciones no humanas, como en la cria agricola, animal, veterinaria y
sectores de diagndstico parecen estar progresando con un numero creciente de
productos disponibles cada vez mayor. (Parracho, et al., 2012)

Principales patdgenos transmitidos por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son enfermedades
producidas por la ingestion de alimentos o agua contaminados con agentes
guimicos o microbiologicos, por lo que pueden clasificarse en infecciones o
intoxicaciones alimentarias sin incluir las reacciones de hipersensibilidad a los
alimentos. Las ETA y otras enfermedades entéricas infecciosas ocurren a menudo
como brotes, siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo, ademas de producir un gran impacto econémico debido a que produce
gastos en salud y en actividades econdmicas relacionadas con la produccién de
alimentos. (Zamudio, et al., 2011).

Para el afio 2005 se estim6 que 1,5 millones de personas murieron a causa de
enfermedades diarreicas a nivel mundial y el 70% de ellas son atribuidas a las
ETA, y se estima que durante el afio de 1996 en Estados Unidos se produjeron 76
millones de casos, 325 mil hospitalizaciones y cinco mil muertes. (Zamudio, et al.,
2011).

Existen numerosos microorganismos patdogenos que pueden contaminar los
alimentos, ocasionando cuadros clinicos diferentes segun el agente involucrado.
Se han descrito mas de 250 enfermedades, de las cuales la mayoria son
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infecciones ocasionadas por bacterias, virus y parasitos. Generalmente el agente
patbgeno o la toxina se introducen en el cuerpo a través del tubo digestivo,
provocando nausea, fiebre, vomitos, colicos abdominales, diarrea vy
deshidratacion. La causa mas comun de estas enfermedades, son la presencia de
bacterias patégenas en alimentos crudos o poco cocidos. (Moreno y Alarcon,
2010).

Dentro de los principales patdgenos bacterianos encontrados en alimentos
destacan tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas, como se muestra
a continuacion (Tabla 2a, 2b).

Tabla 2a.- Principales microorganismos patégenos Gram positivos encontrados en alimentos.

Patdgeno Conceptos bésicos Fuentes Incubacioén Duracion
Clostridium Bacteria que puede Alimentos enlatados y 4 a 36 horas Entre 1
botulinum encontrarse en comuja preparados en el hogar, después de semanay
hdmeda y con poco &acido. | gjimentos envasados al | consumir comida un afio
Produce toxinas
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causantes del botulismo, vacio y envueltos en contaminada. entero.
provocando paralisis forma hermeética,
muscular. productos derivados de
E.I botulismo es carne de res, pescados
producido por el consumo . .
de las esporas de y mariscos, y aceites de
Clostridium botulinum, cocina con hierbas.
gue crecen en el intestino
y liberan toxinas.
Clostridium Bacteria que produce Carne deresy 8 a 12 horas ldiao
perfringens esporas resistentes al productos derivados de después de menos
calor, que pueden crecer ella. consumir comida
en alimentos que no contaminada.
estan bien cocidos o
alimentos no refrigerados.
Listeria Puede crecer lentamente Alimentos refrigerados 48 a 72 horas 1 a 4 dias
monocytogenes a temperaturas de listos para consumir, después de la
refrigeracion. leche sin pasteurizar y ingestion, pero se
Produce enfermedades productos lacteos o puede producir
graves o la muerte en alimentos elaborados entre 7 y 30 dias
mujeres embarazadas, con leche sin después de
fetos y recién nacidos. pasteurizar. consumir comida
contaminada.
Staphylococcus Esta bacteria esta Productos lacteos, Normalmente 24 a 48
aureus presente en la piel y en ensaladas, masas rapida: entre 30 horas
las fosas nasales de los rellenas con cremay minutos y 8 horas
seres humanos. Es otros postres, comidas después de
transferida a la comida con alto contenido consumir comida
por las personas como proteico (jamoén cocido, contaminada.
consecuencia de una carne de res y pollo
higiene deficiente crudos), y seres
Es productor de toxinas humanos (piel, cortes
causantes de infectados, granos, nariz
enfermedades. y garganta).
Tabla 2b.- Principales microorganismos patégenos Gram negativos encontrados en alimentos.
Patégeno Conceptos basicos Fuentes Incubacién Duracién
Campylobacter Es la causa mas comun Leche cruda, agua no De 2 a5dias 7 a 10 dias
jejuni de diarrea de origen tratada, carne de res, después de
bacteriano en los Estados | pollo o pescados crudos consumir comida
Unidos. y que no estén bien contaminada.
Los nifios menores de 1 cocidos.
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afio tienen la tasa mas
alta de infecciones.

Escherichia Grupo de bacterias que Carne de res, productos | Normalmente, 3a4 | 5a 8 dias
coli puede producir diversas frescos no cocidos, dias después de la
toxinas mortales. leche cruda, jugos sin ingestion, pero se
pasteurizar y agua puede producir
contaminada. entre 1y 10 dias
después de
consumir comida
contaminada.
Salmonella Puede infectar los ovarios | Huevos crudos o que no 12 a 72 horas 4 a7 dias
enteritidis de gallinas estén bien cocidos, después de
aparentemente carne de res, pollo, consumir comida
saludables e infectar pescados y mariscos contaminada.
internamente los huevos crudos, leche cruda,
antes de que sean productos lacteos y
puestos. productos frescos.
Salmonella Algunas cepas de esta Carne de res, pollo, 12 a 72 horas 4 a7 dias
typhimurium bacteria, presentan pescados y mariscos después de
resistencia a antibidticos. crudos, leche cruda, consumir comida
productos lacteos y contaminada.
productos frescos.
Shigella sp. Bacteria que se transmite Ensaladas, productos 1 a7dias después | 5a7dias
facilmente de persona a lacteos, ostras crudas, de consumir
persona a través de la carne molida de res, comida
comida, como pollo y agua sucia. contaminada.
consecuencia de una
higiene deficiente,
Solamente los seres
humanos son portadores
de esta bacteria.
Vibrio cholerae Se presenta naturalmente Pescados y mariscos 6 horas a 5 dias 7 dias
en ambientes de estuario. crudos o que no estén después de
bien cocidos, u otros consumir comida
Causa colera, provocando alimentos y agua contaminada.
la muerte si no es tratada. contaminados.
Vibrio Vive en agua salada y Pescados y mariscos 4 a 96 horas 2.5 dias
parahaemolyticus provoca enfermedades crudos o que no estén después de
gastrointestinales en los bien cocidos. consumir comida
seres humanos. contaminada.
Vibrio vulnificus | Bacteria que vive en agua Pescados y mariscos Normalmente, 16 2 a3dias

de mar célida.
Puede provocar
infecciones en personas
gue consumen pescados
y mariscos contaminados
0 que tienen una herida
abierta expuesta al agua

crudos, en especial,
ostras crudas.

horas después de
consumir comida
contaminada o de
la exposicion al
organismo.
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de mar.
Yersinia Bacteria que provoca Carne deresy 1 a2 dias después | 1a?2dias
enterocolitica yersiniosis, una pescados y mariscos de consumir
enfermedad que se crudos, productos comida

caracteriza por diarrea o

lacteos, productos

contaminada.

vomitos. frescos y agua no

tratada.

http://www.fda.gov/Food/ResourcesForYou/HealthEducators/ucm091976.htm

En la presente investigacion se tomaron como modelo de estudio dos de estos
patégenos: E. coli como modelo de bacteria Gram-negativa y S. aureus como
modelo de bacteria Gram-positiva, debido a que ambos microorganismos han sido
ampliamente estudiados a nivel de laboratorio y ambos son altamente patdégenos
para el ser humano, causando multiples enfermedades debido a su presencia en
distintos tipos de alimentos.

Escherichia coli como modelo de estudio

Escherichia coli es el miembro mas frecuente e importante del genero Escherichia
y €s una bacteria que presenta una gran variabilidad genética. Existen variedades
no patégenas que habitan normalmente en el intestino de mamiferos, sin
embargo, existen variantes patogénicas dafinas para el ser humano y animales.
(Dini, 2011).

Este microorganismo se asocia a enfermedades mdultiples, incluida Ila
gastroenteritis e infecciones extraintestinales, como las urinarias (ITU), meningitis
y sepsis. Multitud de cepas son capaces de producir enfermedad y algunos
serotipos se asocian a una mayor virulencia (Murray, et al., 2009).

Se han identificado una gran variedad de alimentos contaminados con E. coli, de
los que destacan carne y derivados insuficientemente cocidos, productos lacteos y
jugos no pasteurizados, vegetales y agua de consumo, principalmente (Dini,
2011). La contaminacién proviene, en el caso de la carne, de su contacto con las
heces del intestino vacuno durante el desposte, la de la leche por contacto fecal
durante el ordefio (Griffin y Tauxe, 1991), y la de vegetales y sus derivados por
contacto con heces en el suelo de las plantaciones o riego con aguas servidas
(Strachan , et al., 2006).

E. coli posee una amplia variedad de factores de virulencia especializados. De
acuerdo a los factores de virulencia que presenta cada cepa, podemos encontrar
5 variantes patogénicas de E. coli, capaces de producir enfermedades: E. coli
enteropatdgena (ECEP), E. coli enterotoxigena (ECET), E. coli enterohemorragica
(ECEH), E. coli enteroinvasiva (ECEI) y E. coli enteroagregativa (ECEA),
difiriendo ademas en el tipo de dafio producido en el huesped (Donnenberg, 2002,
Nataro & Kaper, 1998, Doyle , et al., 2001). Las cepas de las especies del género
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Escherichia poseen factores de virulencia especializados que se clasifican en
adhesinas y exotoxinas (Tabla 3) (Murray, et al., 2009).

Tabla 3: Adhesinas y exotoxinas presentes en cepas de E.coli (Murray, et al., 2009).

Bacteria Adhesinas Exotoxinas
ECET Antigenos del factor de Toxina termolabil (LT-1):
colonizacion (CFAII, toxina termo estable
CFA/Il, CFA/II) (STa)
ECEP Pili formadores de haces
(Bfp); intimina
ECEA Fimbrias adherentes Toxina termoestable
agregantes (AAF/I, enteroagregante (EAST);
AAF/II, AAF/) toxina codificada por
plasmidos (Pet)
ECEH Bfp: intimina Toxinas de Shiga (Stx-1,
Stx-2)
ECEI Antigeno del plasmido Hemolisina (HIyA)
invasivo (Ipa)
Patdgenos uroldgicos Pili P; fimbrias Dr

E. coli enterotoxigénica (ETEC, del inglés Enterotoxigenic E. coli): Las infecciones
por ETEC tienen lugar a través de dos factores de virulencia: fimbrias adhesivas y
endotoxinas. La colonizacion del epitelio intestinal del huésped es esencial para la
patogénesis. Esta adherencia estd mediada por  estructuras proteinicas
superficiales de la bacteria, conocidas como factores de colonizacion.

Escherichia coli enteropatdogenas (EPEC, del inglés Enteropathognic E.coli): no
poseen fimbrias, pero la expresion de toxinas similares a las del género Shigella
causa graves formas de diarrea asociada con enfermedad de sangrado
complicaciones como la colitis hemorragica o insuficiencia renal.

E. coli enteroagregativa (EAEC, del Inglés Enteroaggregative E. coli): se definen
como aquellas que no secretan enterotoxinas termolébiles ni termoestables vy
adhieren a células HEp-2 en un patrén agregativo, reconocido por su auto
aglutinacién en forma de “ladrillos apilados”.

E. coli enteroinvasiva (EIEC, del inglés Enteroinvasive E. coli): Este grupo, junto
con miembros del género Shigella son responsables de una enfermedad
denominada disenteria bacilar o shigellosis que se caracteriza por fiebre, dolores
abdominales y diarrea. Estas bacterias desencadenan la enfermedad a través de
la invasion de las células epiteliales del intestino grueso, multiplicaciéon dentro de
las células y la diseminacion célula-a-célula (sin abandonar el medio intracelular y
exponerse nuevamente a la luz intestinal) a través de la capa epitelial del colon.
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Clinicamente, la enfermedad causada por Shigella, es dificil distinguir de la
causada por EIEC, pero mientras que para la shigelosis 500 de las células
bacterianas son suficientes para desencadenar la enfermedad, en caso de EIEC
se necesitan 10° células.

E. coli enterohemorragica (EHEC, enterohemorrhagic E. coli): Es un subgrupo
dentro de las denominadas E. coli productoras de toxina Shiga (STEC). Las
EHEC, ademas de producir esta toxina, poseen la capacidad de producir la lesion
de adherencia y esfacelamiento. Esta bacteria se asocia a brotes de colitis
hemorragica y es considerado el principal agente causal del Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) (Dini, 2011).

Las cepas de E. coli que forman parte de la microflora comensal y normal, pueden
convertirse en patégenas cuando adquieren genes con factores de virulencia
presentes en plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad, o pueden actuar
como patdgenos oportunistas, produciendo infecciones en anfitriones
inmunocomprometidos. La mayoria de las infecciones causadas por E. coli son
enddgenas, aunque las cepas que producen gastroenteritis se adquieren
generalmente en forma exdgena. (Murray, et al., 2009)

Staphylococcus aureus

Los estafilococos conforman un importante grupo de patégenos en el ser humano,
y son causantes de un amplio espectro de enfermedades como infecciones de la
piel, tejidos blandos, huesos y aparato genitourinario e infecciones oportunistas.
S. aureus es el miembro que se asocia con mayor frecuencia a enfermedades en
el humano, y es ademas el miembro mas virulento y mejor conocido del género.
(Murray, et al., 2009).

S. aureus es una bacteria esférica, Gram positiva, anaerobia facultativa,
productora de hemolisinas y coagulasa. S. aureus se asocia a osteomielitis,
endocarditis y septicemia, pudiendo ser fatal, ademas se asocia con
procedimientos invasivos en el hospital, como cirugias, venoclisis, insercién de
implantes o prétesis, etc. Ademas de las infecciones Adquiridas en Hospitales
(AH), S. aureus puede causar infecciones en la poblacién abierta, a las que se
conoce como Adquiridas en la Comunidad (AC), entre las que destacan Ulceras,
abscesos, foranculos y escaldaduras de la piel y la neumonia necrotizante.
(Valdez et al., en preparacion).

Generalmente los factores de virulencia asociados a las cepas de infecciones AH
son componentes de la pared celular, como el peptidoglicano, factores de
adhesion, polisacaridos capsulares y la proteina A; enzimas hidroliticas como las
hialuronidasas, lipasas, nucleasas, colagenasas, catalasa, coagulasa vy
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estafilocinasa; toxinas como las hemolisinas (a, B, y y 0), enterotoxinas, toxinas
exfoliativas, asociada al sindrome de choque toxico. (Valdez, et al). S. aureus es
reconocido ademas, por poseer genes que confieren resistencia a una gran
variedad de antibioticos, entre ellos la meticilina, la resistencia a dicho antibiotico
se observdo por primera vez 1961, a tan solo dos afios de que comenzara a
utilizarse en el tratamiento de infecciones por S. aureus. (Valdez, et al., en
preparacion)

S. aureus es un agente etioldégico importante de enfermedades transmitidas por
alimentos debido a la capacidad de algunos cepas para producir enterotoxinas
termoestables y otros factores de virulencia que causan envenenamiento
alimenticio. Algunas cepas de S. aureus son capaces de producir hasta 20
diferentes enterotoxinas estafilococicas (SE), que podria ser responsable de la
intoxicacién alimentaria. (Garcia, et al., 2009a).

Cepas de S. aureus han sido aisladas de una gran variedad de alimentos
incluyendo productos lacteos. La mastitis, causada por este patdgeno y la poca
higiene en las condiciones de procesamiento son las principales fuentes de
contaminacion en productos lacteos. El crecimiento de S. aureus en leche cruday
productos lacteos representa un potencial peligro para la salud de los
consumidores. (Garcia, et al., 2009b). Por ejemplo, en Francia, 25 de cada 149
brotes de infecciones estafilocdcicas transmitidas por los alimentos en 1999 se
atribuyeron al consumo de quesos de leche cruda, y 3 de cada 13 en Italia. (WHO,
2000). Un brote masivo de intoxicacion estafilocécica se informé en Japon
causado por el consumo de leche descremada reconstituida (Ikeda, et al., 2005).

Otros alimentos comunmente contaminados con S. aureus son las carnes
elaboradas como el jamon y el cerdo crudos con sal, los bollos rellenos de crema,
ensaladas y helados. El crecimiento de S. aureus en las carnes crudas con sal
corresponde a su capacidad de proliferar en presencia de concentraciones
elevadas de sal (halotolerancia). La contaminacion de alimentos por S. aureus
generalmente es causada por un portador humano, y aproximadamente el 50%
de dichos portadores son asintomaticos. Las intoxicaciones alimenticias por
estafilococos se caracterizan por la apariciéon de vomitos, diarrea, dolor abdominal
y nauseas. (Murray, et al., 2009).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo, ademés de producir un gran impacto
econdémico tanto por gastos en salud como en las actividades economicas
relacionadas en la produccién de alimentos. (Zammudio et al., 2011).
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La contaminacion de los alimentos es una consecuencia directa de las deficiencias
sanitarias durante su proceso de elaboracion, manipulacién, transporte,
almacenamiento y las condiciones en que son suministrados al consumidor. Los
microorganismos provenientes de diferentes fuentes de contaminacion, son
transferidos a la superficie de los alimentos donde encuentran los nutrientes
necesarios para proliferar. (Blanco et al., 2011).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), existen 250 tipos de
enfermedades transmitidas por alimentos que se consolidan como un problema de
salud publica (Helms et al.,, 2004), destacando como agentes causantes de
infecciones patdégenos como Salmonella sp., Campylobacter sp., Escherichia coli,
Listeria sp. y S. aureus (Garcia et al., 2008)

Hoy en dia la inocuidad alimentaria resulta sumamente importante debido a las
exigencias cada vez mayores de los consumidores, ademas de las demandas del
comercio exterior. Esta inocuidad alimentaria permite prevenir enfermedades,
principalmente digestivas, causadas por una gran variedad de agentes patégenos
presentes en los alimentos.

A pesar de las medidas preventivas que se han implementado en las industrias
alimenticias para reducir la contaminacién bacteriana, y el uso de métodos que
eliminen patdégenos como la aplicacion de vapor, calor seco, la luz UV y el uso de
desinfectantes, en los ultimos afios se ha presentado una creciente incidencia de
reportes de enfermedades causadas por alimentos en todo el mundo, ocasionando
cuadros clinicos diferentes segun el agente involucrado. (Moreno y Alarcén 2010).
Por ello se buscan nuevas estrategias para evitar la transmision de agentes
patégenos bacterianos a fin de satisfacer las demandas de los consumidores y
proteger la salud de los mismos.

JUSTIFICACION

Las tecnologias actuales empleadas para inactivar patdégenos en los alimentos no
son infalibles, esto se demuestra con el continuo aumento de enfermedades
causadas por patdgenos, como Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli,
Listeria y S. aureus, entre otros patdgenos, los cuales afectan la salud de los
humanos causando un problema de salud publica. (Garcia et al., 2008).

En los dltimos afios, un gran numero de estrategias para minimizar la carga
microbiana en alimentos han sido probadas, uno de ellos fue el uso de
antibioticos, el cual actualmente esta restringido debido al incremento de cepas
bacterianas resistentes a antibiéticos, ademas de reacciones alérgicas que
pueden causar en humanos.
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Otros métodos como los tratamientos fisicos, tales como vapor, calor seco y la luz
UV, pueden producir efectos no deseados en los alimentos como el deterioro de
las propiedades organolépticas; ademas, el uso excesivo de desinfectantes ha
llevado al desarrollo de cepas resistentes. Por otro lado, no es posible utilizar
cualquier método para reducir la contaminacion por patdégenos directamente a las
frutas frescas, verduras y algunos alimentos listos para el consumo, esto sin tomar
en cuenta las demandas de los consumidores, que prefieren adquirir alimentos
minimamente procesados con menos conservadores quimicos.

En afnos recientes se ha hecho ampliamente reconocido que los bacteridfagos
tienen aplicaciones potenciales en la industria alimentaria, como bioconservantes
en los alimentos.

El uso de bacteriéfagos resulta una alternativa segura, eficaz y accesible para la
preservacion de alimentos sin el uso de antibiéticos, ya que son inofensivos para
las células de mamiferos y su alta especificidad de anfitrion mantiene la microbiota
natural inalterada. (Garcia et al., 2008).

OBJETIVO GENERAL

e Obtener bacteriéfagos liticos que actlen sobre las principales especies
bacterianas presentes en alimentos contaminados, tomando a E. coliy S.
aureus como modelos de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar el aislamiento de bacteri6fagos.

¢ Determinar el rango de hospedero de los bacteriéfagos aislados.

MATERIALES Y METODOS

Inicialmente se buscaban bacteriéfagos liticos para S. aureus, por lo que
Gnicamente se trabajé con cepas de dicho microorganismo, utilizando algunas de
las cepas que se tienen en la coleccion del CMEB (Bautista et al., 2013; Angel-
Andrés, 2012)

Para el aislamiento y enriquecimiento de bacteriéfagos especificos de S. aureus
se siguio la metodologia disponible en la literatura (Garcia, et al., 2009, Taniji, et
al., 2008, Synnott, et al., 2009).
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Toma de muestra

1) La muestra se colect6 en un tubo Falcon de 50 ml esteril. El tubo se sumergio
por debajo del nivel de la superficie del liquido (aguas en tratamiento, leche del
tanque, etc.) y se transporto en hielo al laboratorio.

2) Las muestras se centrifugaron a 1000 X g por 15 min.

3) El sobrenadante se recuperé y se le adicionaron 100 pL de cloroformo por cada
10 ml de sobrenadante. Se incub6 en agitacion por 20 min a 120 rpm y se
centrifugé nuevamente en las condiciones ya mencionadas.

4) El sobrenadante se filtr6 a través de una membrana Millipore de 0.22 pum
(GSWP 02500) y se almacend a 4°C.

Enriguecimiento de los bacteriéfagos.

1) Cepas de S. aureus perfectamente caracterizadas se dejaron crecer durante
toda la noche a 37°C en agitaciéon a 200 rpm en tubos de cultivo con 3 ml de
medio de cultivo 2xYT* (triptona, 16 g/L; extracto de levadura, 10 g/L; NaCl, 5 g/L).

* El medio 2xYT se prepar6 aparte y al momento de usar se adiciono el CaCl, y el
MgSO, a partir de soluciones madre estériles de 100 mg/ml.

2) Del cultivo de toda la noche se tomaron 150 yL y se inocularon en 3 ml de
medio 2xYT adicionado con CaCl,, 10 mg/L y MgSQO,4, 10 mg/L (2xYT¢). Se
adicion6 150 pL del filtrado de bacteriéfagos y se incubé por toda la noche a 37°C
en agitacion a 200 rpm.

3) El cultivo clarificado por la lisis de las bacterias se centrifugd a 1000 x g por 15
min. Al sobrenadante se le adicionaron 100 pL de cloroformo por cada 10 ml de
sobrenadante, se incubd en agitacion por 20 min a 120 rpm y se centrifugd
nuevamente en las condiciones anteriormente mencionadas.

4) El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana Millipore de 0.22 pm
(GSWP 02500). Al filtrado se le adicionaron 100 pL de cloroformo por cada 10 ml
de sobrenadante y fue almacenado a 4°C.

Aislamiento de los bacteriofagos

1) De cultivos de S. aureus de toda la noche en 3 ml de medio 2xYTQ, se
agregardn 100 puL a 3 ml de 2xYT¢-top agar (2xYT¢ con 7 g/L de agar) fundido y
atemperado a 45°C, al cual se afladieron 100 uL de diluciones seriadas del filtrado
de bacteriéfagos. La mezcla fue vertida en placas de agar 2xYT¢ (2xYT¢ con 1.5
g/L de agar). Y se incubd por toda la noche a 37°C.
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2) Las placas liticas obtenidas se aislaron utilizando una puntilla de 1000 pL (azul)
con la punta recortada. El trozo de agar fue suspendido en amortiguador SM (Tris-
HCIl 20 mg/L, MgSO, 10 mg/L, CaCl, 10 mg/L, NaCl 100 mg/L; pH 7.5). Y se
afiadieron 100 pL de cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante.

Tras utilizar un gran nimero de muestras como posibles fuentes de bacteriéfagos
y no obtener los resultados esperados, se procedid a trabajar con cepas de E. coli
a la par que con S. aureus y se realizaron algunas modificaciones a la
metodologia inicialmente establecida. Ademas se procedio a recolectar muestras
para obtener aislamientos de E. coli, ya que en el laboratorio Unicamente se
contaba con una cepa de referencia.

Aislamiento de Escherichia coli.
Se aislaron 5 cepas de Escherichia coli de diferentes fuentes y se utilizaron dos
cepas de referencia: E. coli ATCC25922 y E. coli XL1Blue.

Para la obtencion de los aislamientos de E. coli se recolectaron muestras de heces
fecales de cerdos, pollos, borregos, vacas y caballos, asi como aguas negras,
muestras de leche cruda y quesos.

Las muestras fueron recolectadas y transportadas en tubos que contenian caldo
BHI (BDBioxon) para su posterior agitacion a 37°C durante 24 h.

Después de la incubacion, se tomaron alicuotas de cada muestra y con la ayuda
de hisopos estériles fueron sembradas con la técnica de estriado masivo en placas
con medio de Agar de Eosina y Azul de Metileno (EMB, BDBioxon), las placas
fueron incubadas a 28°C durante 24 h.

Finalmente, se observaron las diferentes morfologias coloniales tipicas de E. coli
en las placas de EMB, para ello se seleccionaron las colonias que presentaron
coloracion verde con brillo metélico.

Identificacion de Escherichia coli

Las colonias que presentaron morfologia caracteristica de E. coli, fueron
seleccionadas y cultivadas por estria cruzada en medio EMB con la finalidad de
obtener cultivos puros.

Los cultivos puros fueron identificados a través de pruebas bioquimicas. Los
medios utilizados como pruebas bioquimicas de identificacion de E. coli fueron
Agar de Hierro-Triple Azucar (TSI, BDBioxon), Agar Citrato de Simmons
(BDBioxon), Agar de Hierro y Lisina (LIA, BDBioxon ), MIO (BDBioxon ) y rojo de
metilo (Sigma). Se seleccionaron Unicamente los aislamientos que presentaron
metabolismo caracteristico de E. coli, el resto fue descartado (Tabla 4).
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Tabla 4: Caracteristicas metabolicas de E. coli.

Medio Resultado
TSI A/A (gas)
Citrato de Simmons Negativo
LIA K/K
MIO M(+) I(+) O(+)
RM Positivo

Obtencion de bacteriofagos

Para la obtencion de los bacteriéfagos se recolectaron muestras de diferentes
fuentes como: aguas de riego, quesos, leche, agua de mar y heces de bovinos,
para ello se utilizaron tubos Falcon de 50 ml estériles.

A cada una de las muestras de diferentes fuentes se les agregd aproximadamente
20 ml de caldo 2xYT, posteriormente fueron inoculadas con 30 pL de cultivo de
cada uno de los aislamientos de E. coli previamente crecidos en caldo 2xYT y se
incubaron a temperatura ambiente durante 24 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras fueron centrifugadas a 4000
rom durante 20 min, el sobrenadante fue recuperado y filtrado a través de una
membrana Millipore de 0.22 um. El filtrado obtenido se le agregé 100 pL de
cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante y fue almacenado a 4°C para su
conservacion.

Enriquecimiento de los bacteriofagos

Cepas de E. coli ATCC 25922 se inocularon en 3 ml de caldo 2xYT y se incubaron
en agitacion durante toda la noche a 37°C. Del cultivo se tomaron 40 uL y se
mezclaron con 4 ml de 2xYT¢-top agar (0.7%) fundido y atemperado. Esta mezcla
se vertid en placas con 2xYT¢-top agar (1,5%) previamente gelificado.

Una vez que el agar gelificd, se agregaron aproximadamente 10 uL del filtrado y
se dejo secar, las placas fueron incubadas durante 24 h a 28°C. Ademas, con la
finalidad de corroborar que el cloroformo no tenia un efecto inhibidor del
crecimiento bacteriano, se utilizd un control que contenia Unicamente medio SM y
cloroformo (100 pL de cloroformo por cada 10 ml de medio) el cual fue tratado de
la misma forma que las soluciones de fagos descritas anteriormente.

Después de la incubacidn, se observaron las placas y se identificaron las zonas de
lisis que se caracterizan como zonas circulares claras en el medio. Las zonas con
lisis se recuperaron con un sacabocado y el trozo de agar fue colocado en tubos
eppendorf de 2 ml y se agregaron 500 uL de medio SM, la mezcla fue agitada
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vigorosamente con el fin de disolver el trozo de agar que contenia los
bacteriofagos. Finalmente, a cada tubo con la suspension de fagos, se le agrego
cloroformo (100 pL de cloroformo por cada 10 ml de medio) para eliminar bacterias
gue pudieran acarrearse con el agar. Las muestras que no presentaron lisis en los
cultivos fueron descartadas.

La suspension de fagos se sometié a un segundo enriquecimiento, se mezclaron
20 pL de cultivo de cada uno de los aislamientos de E. coli con 2 ml de caldo
2xXYT y 20 pL de solucion de fagos, esta mezcla se incubo durante 24 h a 37°C en
agitacion. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion la mezcla se centrifugo a
4000 rpm durante 20 min, el sobrenadante se recuperd en tubos ependorf y se
agrego cloroformo (100 pL de cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante). Esta
solucién fue almacenada en refrigeracion a 4°C y fue probada con cada uno de los
aislamientos de E. coli a fin de observar si las soluciones de fagos también
producian lisis sobre estos.

Aislamiento de los bacteriofagos

El aislamiento de los bacteri6fagos se realiz6 para identificar la presencia de
mezclas de fagos en cada una de las muestras, para lo cual se mezclaron 20 pL
de un cultivo de E. coli ATCC25922 con 20 pL de las soluciones de fagos
obtenidas a partir de cada una de las muestras, esta mezcla se coloco en tubos
con 2 ml de medio 2xYT®-top agar (0.7%) fundido y atemperado. Esta mezcla se
verti6 en placas con 2xYT®-top agar (1.5%) y se dejaron secar, para
posteriormente incubar a 28°C durante 24 h.

Después de la incubacion se observaron zonas liticas con diferentes morfologias,
cada una de las morfologias puede corresponder a un fago diferente en una
mezcla. Aquellas que presentaron diferencias en tamafo, borde y transparencia
fueron recuperadas en medio SM y nuevamente fueron plaqueadas con cultivos
de E. coli de la forma ya descrita, hasta observar morfologias homogéneas en
cada una de las placas.

Una vez que se obtuvieron placas homogéneas, se aislaron cada una de las
morfologias en medio SM y se le adiciono cloroformo (100 pL de cloroformo por
cada 10 ml de solucién de fagos) para su conservacion en refrigeracion a 4°C para
su posterior determinacién de rango de hospedero.

Determinacion del rango de hospedero

Para la determinacion del rango de hospedero se prepararon cultivos de cada uno
de los aislamientos, para lo cual se inocularon tubos con caldo 2xYT con cada uno
de los aislamientos, estos tubos fueron incubados con agitacién durante 24 h a
37°C. Se tomaron 20 pL de los cultivos y se mezclaron con 2 ml 2xYT®-top agar
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(0.7%) fundido y atemperado. Esta mezcla fue vertida sobre placas con 2xYT®-top
agar (1.5%), y se espero a que el agar gelificara.

Una vez que el agar gelifico, a cada una de las placas se agrego una gota (10 pL)
de cada una de las suspensiones de fagos, y se espero a que la gota de
suspension secara para posteriormente incubar a 28°C durante 24 h. después de
la incubacién se observaron todas las placas para identificar en cual de los cultivos
se habia presentado lisis.

RESULTADOS

De todas las muestras con las que se trabaj6 inicialmente, en ninguna se observo
la presencia de bacteriéfagos liticos que actuaran en contra de S. aureus.

Al momento de trabajar con S. aureus y la cepa de referencia de E. coli a la par,
se encontraron bacteriéfagos con actividad litica sobre E. coli desde la primer
muestra que se probd, y al probar esta misma muestra con S. aureus no se
encontro lisis, por lo que se decidio descartar la busqueda de bacteriéfagos para
S. aureus y trabajar Unicamente con E. coli.

Antes de obtener resultados favorables, se realizaron modificaciones a los
protocolos que se obtuvieron inicialmente de la bibliografia, las diferencias entre el
primer protocolo y el protocolo final, a partir del cual se obtuvieron los resultados
se pueden observar en los siguientes diagramas.

Diagrama de aislamiento y enriguecimiento de bacteriéfagos especificos de
Staphylococcus aureus.

Toma de muestra:
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Colectar muestra en un tubo estéril

-

Centrifugar a 1000 X g por 15 min 0 10,000 X g por 5 min, en refrigeracion.

Recuperar sobrenadante y adicionar 100 pLde cloroformo por cada 10 ml
de sobrenadante.

Incubar en agitacién 20 min a 120 rpm y centrifugar nuevamente.

Filtrar el sobrenadante con membrana Millipore de 0.22 um y almacenar a
4°C

Enriquecimiento de los bacteriéfagos
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Crecer durante toda la noche cepas de S. aureus a 37°C en agitacion a 200 rpm en
tubos con 3 ml de medio de cultivo 2xYT* adicionado con CaCl,y MgS0O, (10mM)

Tomar 150 pL del cultivo y mezclar con 150 pL del filtrado de bacteriéfagos e incubar
por 20 minutos a 37°C.

Agregar 3 ml de medio 2xYT adicionado con CaCl,y MgSO, (10mM) e incubar toda la
noche a 37°C en agitacién a 200 rpm.

Centrifugar el cultivo a 1000 x g por 15 min. Adicionar al sobrenadante 100 uL de
cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante, e incubar en agitacion por 20 min a 120
rpm y centrifugar

Filtrar y adicionar 100 pL de cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante

<

Almacenar a 4°C.

Aislamiento y titulacién de los bacteriéfagos
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Realizar diluciones seriadas 1:10 del filtrado de bacteriéfagos utilizando
amortiguador SM como diluyente

De un cultivo de S. aureus de toda la noche en 3 ml de medio 2XYTe,
tomar 100 plL y se mezclar con 100 pL de cada una de las diluciones e
incubar 20 minutos a 37°C

Agregar 3 ml de 2XYT«p-top agar fundido y atemperado a 45°C, y verter en
placas de medio 2XYTe.

8-

Incubar a 37°C durante toda la noche.

Las placas liticas obtenidas se aislan utilizando una puntilla de 1000 pl.

Suspender el trozo de agar en amortiguador SM

Afadir 100 pLde cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante para
preservacion a 4°C

Para obtencidon del titulo de los bacteriéfagos, de cultivos de S. aureus de toda
la noche en 3 ml de medio 2xYTey, se agregan 100 plLa 3 ml de 2xYTp-top agar
(2xYTe con 7 g/L de agar) fundido y atemperado a 45°C, el cual se vierte en
placas de agar 2xYTe (2xYT¢ con 15 g/L de agar) . Sobre la superficie del
2xYTep-top agar, se aplican alicuotas de 20 pLde diluciones de cada uno de los
bacteriofagos aislados. Se incuba por toda la noche a 37°C.

En la siguiente tabla se describen las modificaciones realizadas en los protocolos
antes de llegar al protocolo final.
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Protocolo segun la
bibliografia: Toma
de muestra

Modificaciones 1

Modificaciones 2

Modificaciones 3

Modificaciones 4

Colectar muestra
en un tubo estéril

Comun

Comun

Colectar muestra
en un tubo estéril
y agregar 10 uL
de MgS0,y CaCl,
(1M) por cada
1ml de muestray
50 pL de cultivo
de S. aureus.
Incubar 12h
374°C con
agitacién.

Colectar muestra
en un tubo estéril
e inocular con S.

aureus. Y E. coli

Centrifugar a 1000
X g por 15 min o

Centrifugar a
4,000 rpm por 8

Centrifugar a
15,000 rpm por 5

Centrifugar a
4,000 rpm por 20

Centrifugar a
14,000 rpm por

10,000 X g por 5 min min min 10 min
min, en
refrigeracion
Recuperar Comun Comun Comun Recuperar
sobrenadantey sobrenadante, y
adicionar 100 plL dividir en dos, a
de cloroformo por uno agregar 100
cada 10 ml de pL de cloroformo
sobrenadante. por cada 10 ml de
sobrenadante y al
otro no agregar
cloroformo.
Incubar en Comun Comun Comun Comun
agitaciéon 20 min a
120 rpmy
centrifugar
nuevamente.
Filtrar el Comun Comun Filtrar el Comun
sobrenadante con sobrenadante con
membrana membrana

Millipore de 0.22
pum y almacenar a
4°C

Millipore de 0.45
pum y almacenar a
4°C

Protocolo segun la
bibliografia:
Enriquecimiento

Modificaciones 1

Modificaciones 2

Modificaciones 3

Modificaciones 4
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de bacteriéfagos

Crecer cepas de S. Comun Comun Comun Comun
aureus a37°Cen

agitaciéon a 200

rom en 3 ml de

medio 2xYT*
adicionado con
CaCl,y MgS0,
(10mm)

Tomar 150 pl del Tomar 50 L del Tomar 150 puL del | Tomar 150 uL del Comun
cultivo y mezclar cultivo y mezclar cultivo y mezclar cultivo y mezclar

con 150 pL del con 250 pL del con 150 pL del con 150 pL del
filtrado e incubar | filtrado e incubar filtrado. filtrado.
por 20 minutos a por 15 minutos a

37°C. 37°C.

Agregar 3 ml de Comun Comun Comun Comun

medio 2xYT
adicionado con
CaCl,y MgS0,
(10mM) e incubar
toda la noche a
37°C en agitacién a
200 rpm.

Centrifugar a 1000
X g por 15 min.
Adicionar al
sobrenadante 100
uL de cloroformo
por cada 10 ml de
sobrenadante, e
incubar en
agitacién por 20
mina 120 rpmy
centrifugar

Centrifugar a
4,000 rpm por 8
min. Adicionar al

sobrenadante

100 pL de
cloroformo por
cada 10 ml de
sobrenadante, e
incubar en
agitacién por 20
mina 120 rpmy

Centrifugar a
15,000 rpm por 5
min. Adicionar al

sobrenadante 100
pL de cloroformo
por cada 10 ml de
sobrenadante, e
incubar en
agitacién por 20
mina 120 rpmy
centrifugar

Centrifugar a
4,000 rpm por 20
min. Adicionar al

sobrenadante

100 pL de
cloroformo por
cada 10 ml de
sobrenadante, e
incubar en
agitacién por 20
mina 120 rpmy

Centrifugar
14,000 rpm por
10 min. Adicionar
al sobrenadante
100 uL de
cloroformo por
cada 10 ml de
sobrenadante, e
incubar en
agitacién por 20
mina 120 rpmy

centrifugar centrifugar centrifugar
Filtrar y adicionar Comun Comun Comun Comun
100 pL de

cloroformo por

cada 10 ml de

sobrenadante
Almacenar a 4°C Comun Comun Comun Comun

‘ Protocolo segun ‘ Modificaciones 1 ‘ Modificaciones 2 ’ Modificaciones 3 ‘ Modificaciones 4
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la bibliografia:
Aislamiento y
titulacion de
bacteriéfagos

Realizar
diluciones
seriadas 1:10 del
filtrado utilizando
amortiguador SM
como diluyente

No realizado

No realizado

No realizado

No realizado

De un cultivode S. | D
aureus en medio
2XYTy, tomar 100
uL y mezclar con
100 pL de cada
una de las
diluciones e
incubar 20
minutos a 37°C

aureus en medio
2XYTy, tomar 30
puL y mezclar con
270 pL de filtrado

e un cultivo de S.

e incubar 15
minutos a 37°C

De un cultivo de S.
aureus en medio
2XYT, tomar 150
puL y mezclar con
150 pL de filtrado e
incubar 20 minutos
a37°C

De un cultivo de
S. aureus en
medio 2XYT¢,
tomar 20 pLy
mezclar con 2 ml
de 2XYT-top
agar fundido y
atemperado

De un cultivo de
S. aureus en
medio 2XYT¢,
tomar 150 puLy
mezclar con 150
plL de filtrado e
incubar 20
minutos a 37°C

Agregar 3 ml de
2XYTep-top agar
fundido y
atemperado a
45°C,y verter en
placas de medio
2XYTe. Se incuba
a 37°Cdurante

Agregar 30 uL de
MgS0O,y CaCl,
(AM) y 3 mlde

2XYT-top agar
fundido y
atemperado a
45°C, y verter en
placas de medio

Agregar 30 uL de
MgSO,vy CaCl, (1M)
y 3 ml de 2XYTep-
top agar fundido y
atemperado a
45°C,y verter en
placas de medio
2XYTe. Incubar a

Verter en placas
de medio 2XYTp y
esperar a que el
medio gelifique,
para
posteriormente
agregar una gota
del filtrado sobre

Agregar 3 ml de
2XYT¢p-top agar
fundido y
atemperado a
45°C,y verter en
placas de medio
2XYTe. Se incuba

a 37°Cdurante
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toda la noche. 2XYTe. Incubar a 37°C durante toda el medio toda la noche.
37°C durante toda la noche. inoculado.
la noche.
Incubar a 37°C Comun Comun Incubar a 28°C NE
durante toda la durante toda la
noche. noche.
Las placas liticas NE NE NE NE
obtenidas se
aislan utilizando
una puntilla de
1000 pL.
Suspender el NE NE NE NE
trozo de agar en
amortiguador SM
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Afadir 100 uL de NE
cloroformo por
cada 10 ml de
sobrenadante
para preservacién
ad°C

NE

NE

NE

En la tabla se indica cdbmo comun a los pasos que se realizaron de la misma forma a la que se indicaba en los

protocolos. NE se refiere a los pasos no efectuados debido a que no se obtuvieron resultados que

permitieran realizar esos pasos.

Diagrama final para la obtencién y aislamiento de bacteriofagos para

Escherichia coli.
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Toma de muestra

Aislamiento de los bacteri6fagos
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~ Mezclar 40 pL del cultivo
bacteriano a 4 ml de 2xYT¢p-
top agar fundido

Verter en placas de agar |
2xYTe y esperar a que el
agar gelifique )

Colocar una gota del ]
filtrado y se esperar a que
seque |

~

Incubar a 28°C durante 24 |

hrs

" Recuperar las placas liticas
usando una puntilla de
1000 pL

Resuspender ell trozo de
agar amortiguador SM y
anadir cloroformo

Conservar a 4°C

Determinar rango de
hospedero

Determinacion del rango de hospedero
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Mezclar 40 pL de cultivo de E.
coli a 4 ml de 2xYT¢-top agar
fundido y atemperado a 45°C

Verter en placas de agar
2xYTep y esperar a que el
agar gelifique

Colocar una gota del filtrado
y se esperar a que seque

Incubar a 28°C durante 24 hrs

Tras la busqueda de mas bacterias que sirvieran como hospedero de los
bacteriofagos obtenidos, se identificaron 5 posibles aislamientos de E. coli,
ademas se obtuvo otra cepa de referencia E. coli ATCC25922, proporcionada por
el departamento de microbiologia de la facultad de Quimico Farmacobiologia de
la U.M.S.N.H.

Para la obtencion de E. coli, se tomaron varias muestras que se sospechaba
podrian ser fuente de E. coli, estas muestras se inocularon inicialmente en medio
EMB, y solo aquellas colonias que presentaron coloracion verde con brillo metalico
fueron sometidas a pruebas bioquimicas con el fin de realizar su identificacién
(Fig. 1). En la tabla 4 se muestra la procedencia de las muestras que se tomaron y
cuales si fueron candidatas para realizar pruebas bioquimicas.
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Fig.1 Morfologia colonial caracteristica de E.coli en agar EMB

Tabla 5: Aislamientos obtenidos a partir de las diferentes muestras utilizadas. Las muestras con el simbolo + fueron
sometidas a pruebas bioquimicas para su identificacion. Muestras marcadas con — fueron descartadas.

Aislamiento Fuente Desarrollo de Pruebas bioquimicas
coloracién verde con complementarias
brillo metélico caracteristicas de E. coli
HCe Heces de cerdo - -
HB Heces de borrego - -
HV Heces de vacas + Descartada: Citrato positiva
HCa Heces de caballos - -
HCo Heces de conejos - -
HP Heces de pollos - -
L1 Leche de hatos lecheros (L1) + Caracteristica E. coli
L2 Leche de hatos lecheros (L2) - -
L3 Leche de hatos lecheros (L3) + Caracteristica E. coli
L4 Leche de hatos lecheros (L4) + Caracteristica E. coli
AP Agua de riego: La palma (AP) + Descartada: TSI k/k
AT Agua de riego: El trébol (AT) + Caracteristica E. coli
Q1 Queso fresco (1) - -
Q2 Queso fresco (2) + Caracteristica E. coli
Q3 Queso fresco (3) - -
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En la tabla 5.1 se observan los nombres que se asignaron a cada aislamiento y la
fuente a partir de la cual se obtuvieron.

Tabla 5.1: Aislamientos de E. coli obtenidos y su respectiva fuente.

Aislamiento/Cepa Fuente
L4 Leche
11 Leche
3.2 Leche
Q2 Queso
At Agua de riego
ATCC25922 Cepa de referencia

proporcionada por el
departamento de
microbiologia de la Facultad
de QFB
(Aislado clinico)
XL1Blue CMEB
(Cepa comercial de E.coli
utilizada en el laboratorio de
biologia molecular debido a
gue tiene mutaciones
artificiales, tetraciclina
resistente)

Para realizar este trabajo se utilizaron varias muestras como posibles fuentes de
bacteriofagos, a pesar de esto, solo de dos muestras se logré el aislamiento de
bacteri6fagos: Agua de un canal de riego (AP), el cual se encuentra ubicado en las
inmediaciones de la unidad habitacional la Palma, y agua de mar (AL),
proveniente de Playa Jardin, en Lazaro Cardenas Michoacan. Estas muestras
provocaron inhibicion en el crecimiento de los cultivos bacterianos de E. coli
ATCC25922, en las zonas en las que se coloco una gota de las muestras
previamente tratadas (Fig. 2).

e ——
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Fig.2 Placas liticas (remarcadas con rojo) obtenidas con muestras de agua:
Agua de mar (AL) y agua de riego (AP)

Ademas estas dos muestras provocaron inhibicion del crecimiento en el resto de
los aislados de E. coli que se tenian (Tabla 6). Dicha inhibicibn sugiere la
presencia de bacteriéfagos en las dos muestras. Ademas en el control de
cloroformo-SM utilizado para descartar inhibicion bacteriana debido a la presencia
de cloroformo no se observd ningin cambio en el crecimiento de la bacteria, lo
que indica que la cantidad de cloroformo utilizada en el tratamiento de los filtrados
gue contenian a los bacteriéfagos fue insuficiente para provocar inhibicién en los
cultivos bacterianos.

Tabla 6: Inhibicién del crecimiento bacteriano por las distintas soluciones de fagos utilizadas

Aislamiento Fuente Queso Heces Control
bovinos
L4 Leche + + - - - -
1.1 Leche + + - - - -
3.2 Leche + + - - - -
Q2 Queso + + - _ _ -
At Agua de riego + + - - - -
ATCC25922 Referencia + + - - - -
(Facultad de QFB)
XL1Blue CMEB + + - - - -

En la tabla se observan los siete aislamientos bacterianos y las soluciones de fagos utilizadas (AL, AP, leche, queso y
heces bovinos), asi como el control de cloroformo, marcando con el signo +, aquellos aislados en los que se presenté lisis
debido a la presencia de fagos en las muestras, el signo (-) indica que no se observo lisis.
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En ambas muestras se identificaron morfologias de las placas liticas diferentes,
estas diferencias se observaron en el tamafio y forma de las placas, ademas
algunas placas se observaban mas claras que otras (Fig. 3), mostrando que
algunos de los bacteriéfagos poseen mayor actividad litica que otros, esto nos
indica que en cada muestra hay mezclas de diferentes fagos, por lo que se realizo
el aislamiento de cada una de las placas para obtener cada tipo de fago por
separado, obteniendo 7 presuntos fagos de la muestra AL y 4 de AP (Tabla 7).
Para el aislamiento se utilizd una punta de micropipeta a manera de sacabocado
para extraer el trozo de agar con la placa litica, se extrajeron aquellas que
presentaban diferencias, el trozo de agar fue suspendido en medio SM y a partir
de esta solucidon se inoculo nuevamente en placas de agar 2XYT de la forma
descrita en la metodologia, a fin de obtener placas liticas aisladas.

Fig.3. Diferentes morfologias de placas liticas (zonas mas claras, algunas
se sefaladas con flechas) encontradas en las muestras a partir de las
cuales se obtuvieron bacteriéfagos.

Tabla 7: bacteriéfagos obtenidos asi como la fuente a partir de la cual se aislaron, y su morfologia.

Bacteriéfago Fuente Morfologia
dUMSNH 1 AL Placas puntiformes muy
claras
OUMSNH 2 AL Placas pequefias opacas
OUMSNH 3 AL Placas pequefias no
muy claras
OUMSNH 4 AL Placas pequerias claras
dUMSNH 5 AL Placas grandes muy
claras
dUMSNH 6 AL Placas grandes opacas
dUMSNH 7 AL Placas muy grandes y
claras
dUMSNH 1’ AP Placas pequefias opacas
dUMSNH 2’ AP Placas pequefias muy
claras
dUMSNH 3’ AP Placas pequefias claras
dUMSNH 4’ AP Placas muy pequefias y
claras
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Los fagos obtenidos fueron probados contra los 7 aislamientos de E. coli a fin de
determinar el rango de hospedero de cada uno de los fagos. Se observé que
después de la incubacion de las cajas a 28°C por 24 h, los fagos no fueron
capaces de lisar en todos los aislamientos obtenidos; algunos fagos lisaron con
mayor intensidad que otros, lo que sugiere que se obtuvieron fagos con diferente
capacidad litica; otros fagos lisaban mejor en ciertos aislamientos, mostrando que
la susceptibilidad a la infeccién por bacteriéfagos es diferente en cada uno de los
aislamientos de E. coli, siendo la cepa de referencia ATCC25922 y XL1blue las
gue presentaron mayor susceptibilidad. (Tabla 8).

Tabla8: Grado de lisis provocada en los aislamientos por los diferentes fagos obtenidos.

Bacteriéfago/Cepa 1.1 . L4 ATCC25922 XL1Blue \
dUMSNH 1 ++ + - * * ++ ++
OUMSNH 2 ++ + - * * ++ ++
dUMSNH 3 + + - * t t ++
OUMSNH 4 + + - + + + ++
®UMSNH 5 + + - + + + ++
®UMSNH 6 + + - * * * ++
dUMSNH 7 + - - * t t +
dUMSNH 1° + - - * * + +
dUMSNH 2’ + - - * * + +
dUMSNH 3 + - - - t + +
dUMSNH 4’ ++ - - - t ++ ++

En la tabla se muestra en que aislados se presenté lisis por cada uno de los fagos obtenidos tras incubar a 28°C durante 24
h. El signo (-) significa que no se observo lisis, (£) regular lisis, (+) lisis, (++) lisis intensa.

Después de la incubacién de las cajas y la determinacién de rango de hospedero,
estas fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C y después de aproximadamente
3 semanas de refrigeracion, se observo una lisis mas intensa de la que se habia
observado inicial mente tras la incubacion, ademas de observar placas liticas en
aquellas cajas en las que inicialmente no se observo lisis. (Tabla 9).
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Tabla 9: Grado de lisis bacteriana provocada por bacteriéfagos después refrigerar.

ATCC25922  XL1Blue

++ ++ + + + ++ ++
GUMSNH 2 ++ + + + + ++ ++
GUMSNH 3 ++ + + + + ++ ++
GUMSNH 4 + + + + + ++ ++
GUMSNH 5 ++ + + + + ++ ++
®UMSNH 6 ++ + + + + ++ ++
®UMSNH 7 ++ + + + + ++ ++
dUMSNH 1° + + + + * + ++
dUMSNH 2’ + + + + * + ++
GUMSNH 3’ + + + + + + ++
OUMSNH 4 ++ t - + + ++ ++

En la tabla se observan los resultados de la lisis por los diferentes fagos sobre los aislamientos tras refrigerar a 4°C por
aproximadamente tres semanas. (-) no se observo lisis, (+) regular lisis, (+) lisis, (++) lisis intensa.

DISCUSION DE RESULTADOS

Este trabajo inicio con la busqueda de bacteriéfagos liticos para S. aureus por ser
un modelo experimental muy conocido, ademas de ser de los principales
patdgenos presentes en alimentos y causante de severos problemas de salud.

Muchos autores han reportado el aislamiento de bacteriéfagos con actividad litica
en S. aureus, sin embargo, en los resultados de estos trabajos es posible
encontrar ciertas dificultades con las que se encontraron los autores antes de
lograr la obtencion de dichos fagos, como es el caso de Synnott et al. (2009) y
Garcia, et al., (2009). A pesar de los resultados reportados, empresas dedicadas
al desarrollo de productos elaborados con bacteriéfagos para el tratamiento de
infecciones bacterianas, no han logrado lanzar al mercado productos que ataque
infecciones por S. aureus, tal es el caso de AmpliPhi Biosciences Corporation, que
a pesar de contar con varios productos a base de fagos que ataquen infecciones
bacterianas, entre los cuales destacan Biophage-PA, Biophage PR-, ambos
productos dirigidos para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias del
genero Pseudomona, productos dirigidos a S. aureus se encuentran en vias de
desarrollo.
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Antecedentes como este sugieren que la seleccion de bacteriéfagos liticos para S.
aureus presenta ciertas dificultades. Esto nos hace deducir que los bacteriéfagos
que presentan actividad litica sobre S. aureus pueden ser inestables dificultando
su aislamiento, y que posiblemente esa sea la razon por la cual no logramos aislar
ningun bacteriéfago que lograra causar lisis en S. aureus a pesar de haber
seguido los protocolos reportados en la literatura. Otra posibilidad es que S.
aureus presente algin mecanismo que le confiera cierta resistencia, dificultando
con esto el ataque de los bacteriéfagos. El motivo por el cual la lisis de S. aureus
provocada por bacteri6fagos resulta un tanto complicada debe ser objeto de
estudio para futuras investigaciones, ya que en la literatura no se encuentran
reportes acerca de esto.

Otra motivo por el cual se pudiera ver afectado el tratamiento de S. aureus con
bacteriofagos pudiera ser la capacidad de este para formar biopeliculas, y es
posible que estas biopeliculas confieran cierta proteccion a la bacteria, de la
misma forma que la protege de los antibiéticos confiriendo resistencia a estos,
complicando con esto el ataque del bacteriéfago a la bacteria. Sin embargo, se
han publicado ya varios estudios en los que se ha demostrado que el uso de
baceriofagos puede prevenir la formacién de estas biopeliculas, tal es el caso de
Curtin y Donlan (2006), quienes utilizaron bacteriéfagos para tratar de reducir la
formacién de biopeliculas, pero en este caso el patdgeno utilizado como modelo
fue S. epidermidis. En este estudio se investigd si catéteres de hidrogel
recubiertos previamente con el bacteriofago456 reducirian la formacion de
biopeliculas por S. epidermidis, encontrando una significativa disminucion de la
formacion de biopeliculas durante un periodo de exposicién de 24 h (Curtin y
Donlan, 2006).

En otro estudio realizado por Hanlon et al. (2001) se demostré que el bacteriéfago
F116, reduce la viscosidad de biopeliculas formadas por P. aeruginosa, con lo que
se facilita la migracién del bacteriéfago a través de la biopelicula. (Hanlon et al.,
2001)

Con estos estudios se sugiere el potencial de bacteri6fagos para mitigar la
formacion de biopeliculas y facilitar con esto el ataque de patégenos productores
de estas biopeliculas.

Por otro lado, el aislamiento de bacteriofagos liticos para E. coli ha sido reportado
por diversos autores desde hace ya varios afios. Viazis et al. (2011b) aislaron
bacteriéfagos con actividad litica contra E. coli a partir de productos lacteos y
ganado en engorda. Sin embargo, estos autores encontraron que los fagos
aislados, mostraban un rango de hospedero no muy amplio cuando era utilizado
un solo fago por separado, y que estos resultaban ser mas eficientes cuando se
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utilizaba una mezcla de dichos fagos. En nuestro estudio se lograron aislar 11
fagos a partir de dos muestras diferentes, los cuales fueron probados de uno en
uno con 7 aislamientos de E. coli , mostrando actividad litica sobre estos mismos,
por lo tanto representan una opcion a usarse en una amplia gama de hospedero.

Se sabe que es posible encontrar una gran cantidad de fagos en agua, tan solo en
el agua de mar se estima que hay alrededor 10 fagos por cada litro de agua
(Ronda et al., 2003). Este hecho ha sido aprovechado para facilitar la busqueda
de fagos por algunos autores. Song et al. (2007) lograron aislar de un estanque
de aguas residuales un bacteriéfago, el cual presentd actividad litica en 6
diferentes cepas de E. coli, las cuales cabe mencionar eran cepas de referencia.
Al igual que dichos autores, en este estudio se obtuvieron los bacteri6fagos a
partir de muestras de agua, en nuestro caso, aguas de un canal de riego y agua
de mar. A diferencia de Song et al. (2007) los aislamientos bacterianos
utilizados durante este estudio para probar la actividad litica de los bacteriéfagos,
no fueron solo cepas de referencia, sino que ademas se utilizaron 5 aislamientos
ambientales, provenientes de queso, agua de riego, Y leches, observando que en
el caso de las cepas de referencia (ATCC25922 y XL1Blue) presentan mayor
susceptibilidad a la actividad litica de los bacteriéfagos en comparacion con los
aislamientos ambientales.

En el estudio realizado por Song et al. (2007) se evalué el uso de bacteri6fagos
en el tratamiento de aguas residuales mostrando que el uso de este fago resulta
una alternativa viable. En nuestro caso se pretende utilizar a los fagos en el
biocontrol de microorganismos contaminantes en productos alimenticios, en
especifico, productos lacteos. Como dichos fagos mostraron actividad litica en
contra de las bacterias, en su mayoria aisladas de este tipo de productos, se
estima que su uso puede ser efectivo en la industria lactea y alimenticia. Dini
(2011) aislé bacteriofagos liticos para el biocontrol de patégenos asociados con
enfermedades transmitidas por alimentos, utilizando las principales bacterias
enteropatdgenas encontradas en alimentos. Dini (2011), al igual que nosotros se
centr6 en E. coli, por ser una especie bacteriana que se encuentra
frecuentemente en productos alimenticios como carne y derivados
insuficientemente cocidos, productos lacteos y jugos no pasteurizados, vegetales
contaminados, entre otros, produciendo un espectro de enfermedades que
abarcan desde diarreas no hemorragicas, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico (SUH) vy purpura trombocitopénica trombética (PTT), incluso puede
llegar a causar infecciones asintomaticas. Dini (2011) utilizé para todos los
ensayos las cepas WG5 (ISO 10705-2:1999) y ATCC 25922 de E. coli no
patogena, la cepa EDL 933 (ATCC 700927) de EHEC 0O157:H7 y una serie de
aislados. En el estudio de Dini, la finalidad de utilizar la cepa ATCC 25922 fue de
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control, ya que los bacteri6fagos aislados durante el estudio serian aplicados por
via oral a bovinos y se buscaban bacteriéfagos que no infectaran a E. coli ATCC
25922 no patogena, ya que de lo contrario era probable que los bacteriéfagos
administrados atacaran la flora normal de los borregos. En nuestro estudio se
pretendia encontrar a los bacterifagos que atacaran el mayor numero de
aislamientos posible, ya que se busca utilizar a estos bacteriéfagos como aditivos
alimenticios, a fin de controlar la contaminacion bacteriana, por lo tanto se
requieren bacteriéfagos que eliminen un gran numero de bacterias, y no se utilizé
ninguna bacteria como modelo de biota normal, sin embargo es importante
considerar esta biota normal para tratar de obtener bacteriéfagos que no dafien a
la misma, por lo que podrian utilizarse mas adelante aislados de E. coli de
pacientes sanos para que sean utilizados como modelo de biota normal y
seleccionar preferentemente aquellos bacteriéfagos que no ataquen a dichos
aislamientos. A pesar de esto cabe mencionar que no existen reportes de efectos
contraproducentes al utilizar bacteri6fagos como agentes antibacterianos en
humanos, por lo que se presume que aunque la biota normal pudiera verse
afectada esta se regenera antes de producir algun efecto nocivo.

En la mayoria de los trabajos en los que se han realizado aislamientos de
bacteriofagos liticos para alguna bacteria se realiza también la caracterizacion de
dichos fagos, como fue el caso del trabajo reportado por Oliveira et al. (2009) en
donde se evalu6 el rendimiento litico de bacteri6fagos obtenidos a partir de
muestras de agua, en este caso agua residual de aves de corral, contra cepas de
E. coli (EPEC) que presentaron resistencia a antibidticos. Este grupo de
investigadores reportaron el aislamiento de 5 bacteriéfagos, los cuales fueron
probados con cepas EPEC, observando que 70% de las cepas eran sensibles a la
combinacion de 3 de los 5 fagos aislados. En este caso los bacteriéfagos fueron
caracterizados morfolégicamente mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) y la comparacion genética entre el ADN de bacteriéfagos se realizé por
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). En nuestro caso
no se realizo ningln método de caracterizacion para la identificacion de los fagos,
guedando abierto dicho trabajo para proximas investigaciones.

CONCLUSIONES
e Es posible aislar bacteri6fagos contra E. coli presente en productos
lacteos, a partir de muestras de agua estancada o agua de mar.

e El rango de hospedero de los bacteriéfagos aislados fue amplio, ya que
actuaron sobre los 7 aislados diferentes de E. coli, lo cual permitira
evaluarlos en su aplicacion a alimentos contaminados.
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La obtencion de bacteridfagos liticos contra S. aureus presenta ciertas
dificultades técnicas, las cuales pueden deberse a mecanismos de
resistencia del propio patdogeno, o a inestabilidad por parte de los
bacteriéfagos.
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