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RESUMEN 

 

Una de las principales causas de enfermedades diarreicas provocadas por alimentos 

contaminados se debe a infecciones por cepas de Salmonella enterica, donde la 

serovariedad Infantis ha venido emergiendo en los últimos años respecto a la frecuencia 

en las infecciones humanas y no humanas, acrecentando el problema debido a la 

multidrogo-resistencia en cepas aisladas en diferentes partes del mundo y agotando, 

por lo tanto, la capacidad de los antibióticos ya existentes. Esto implica un gran impacto 

en la salud pública y animal que conlleva a grandes pérdidas económicas también.  

En este escenario, los bacteriófagos son una alternativa prometedora que pueden 

usarse como complemento o como alternativa para el tratamiento con antibióticos y 

mitigar el problema de multidrogo-resistencia, pues estos virus de bacterias son agentes 

específicos que exhiben un mecanismo de acción diferente al de los antibióticos. 

 

El objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar bacteriófagos líticos aislados de 

intestino de pollos de mercados de Lima, Perú específicos de Salmonella Infantis 

multidrogo-resistente. Se seleccionó el bacteriófago 52 para la caracterización biológica 

y físico-química. Los resultados obtenidos mostraron que este fago es específico de S. 

Infantis MDR, tiene una multiplicidad de infección óptima de 0,001, es estable a rangos 

de temperatura de 40 a 60 °C y a valores de pH de 3 a 10 durante 1 hora. Presentó 

resistencia a la exposición al cloroformo químicamente puro y tiene estabilidad al 

almacenamiento a temperaturas de 4 y -20 °C, con una reducción de 0,1 logaritmos para 

ambos casos luego de 4 meses de almacenamiento. La curva de un paso reveló que 

tiene un periodo de latencia de 10 minutos y un tamaño de explosión de 32,93 

UFP/célula. Debido a su robusta estabilidad a diferentes condiciones, los resultados 

obtenidos sugieren que el bacteriófago 52 tiene un gran potencial para ser aplicado 

como agente controlador de cepas de Salmonella Infantis multidrogo-resistente. 

 

 

Palabras clave: Bacteriófagos, Caracterización, Salmonella Infantis, Multidrogo-

resistencia, Fagoterapia 
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ABSTRACT 

 

One of the main causes of diarrheal diseases caused by contaminated food is due to 

infections by strains of Salmonella enterica, where the Infantis serovar has emerged in 

recent years with respect to the frequency of human and non-human infections, 

increasing the problem due to multidrug resistance in isolated strains in different parts of 

the world and therefore depleting the potential of existing antibiotics. This implies a great 

impact on public and animal health that leads to great economic losses as well. 

In this scenario, bacteriophages are a promising alternative that can be used as a 

complement or as an alternative for treatment with antibiotics and mitigate the problem 

of multidrug resistance, since these bacterial viruses are specific agents that show a 

different mechanism of action from that of antibiotics. 

The aims of this study were to isolate and characterize lytic bacteriophages isolated from 

the intestine of chickens from markets in Lima, Peru, specific for multidrug-resistant 

Salmonella Infantis. Bacteriophage 52 was selected for biological and physicochemical 

characterization. The results obtained showed that this phage is specific for S. Infantis 

MDR, has an optimal infection multiplicity of 0.001, is stable at temperature ranges from 

40 to 60 ° C and at pH values from 3 to 10 for 1 hour. It showed resistance to exposure 

to chemically pure chloroform and has storage stability at temperatures of 4 and -20 ° C, 

with a reduction of 0.1 logarithms for both cases after 4 months of storage. The one-step 

curve revealed that it has a latency period of 10 minutes and a burst size of 32,93 PFU 

/ cell. Due to its robust stability under different conditions, the results obtained suggest 

that bacteriophage 52 has great potential to be applied as a controlling agent for 

multidrug-resistant Salmonella Infantis strains. 

 

 

 

 

Keywords: Bacteriophages, Characterization, Salmonella Infantis, Multidrug-

resistance, Phage therapy



  
 

[1] 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 

La salmonelosis es una infección provocada por bacterias pertenecientes al género 

Salmonella. La infección por cepas de Salmonella enterica son la causa más común de 

gastroenteritis y bacteriemia humana en todo el mundo, y se adquiere comúnmente a 

partir de alimentos contaminados (Hendriksen et al., 2011). Siendo las aves y sus 

derivados las fuentes de infección más frecuentes (Rodríguez et al., 2007). Los serotipos 

de Salmonella enterica no tifoidea (NTS) generalmente son los causantes de 

enfermedades diarreicas transmitidas por alimentos en humanos en todo el mundo, con 

un estimado de 80,3 millones de enfermedades transmitidas por alimentos y 155.000 

muertes al año (Majowicz et al., 2010). Este grupo de NTS, pueden provocar diarrea 

aguda febril o puede ser asintomática en personas sanas, pero con riesgos de formas 

graves y/o diseminadas en los lactantes, ancianos o pacientes inmunodeprimidos 

(Terrier y Martinez, 2006).  

En la Unión Europea durante el año 2017 las serovariedades que se notificaron con más 

frecuencia en casos humanos fueron Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, 

Salmonella Typhimurium monofásico, Salmonella Infantis y Salmonella Newport en 

orden decreciente (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria [EFSA] y Centro 

Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades [ECDC], 2018). La 

serovariedad Infantis con resistencia a antibióticos ha emergido en los últimos años en 

países de todo el mundo como Italia (Busani et al., 2004; Dionisi et al., 2011; Franco et 

al., 2015), Israel (Gal-Mor et al., 2010), Irán (Ghoddusi et al., 2015), Hungría (Nógrády 

et al., 2007), Eslovenia (Mateja et al., 2019), Suiza (Hindermann et al., 2017), Japón 

(Noda et al., 2010), Honduras (Liebana et al., 2004) incluyendo Perú (Martínez-Puchol 

et al., 2020; Quino et al., 2020; Quino et al., 2019 y Zamudio et al., 2011), siendo el más 

frecuente en este último país desde el año 2013 (Quino et al., 2020).  

En esta coyuntura sanitaria universal debido al surgimiento y propagación de bacterias 

resistentes a antibióticos, se involucran particularmente bacterias resistentes a múltiples 

fármacos, bacterias extensivamente resistentes y bacterias resistentes a los fármacos 

(Guo et al., 2020). Entonces, ante el creciente aumento de casos de bacterias 

resistentes a antibióticos, se está reconsiderando el uso de los bacteriófagos para tratar 

las infecciones provocadas por este tipo de bacterias, como una alternativa prometedora 

al uso de antibióticos. Es necesario mencionar que, el uso de los bacteriófagos o fagos 

como agentes terapéuticos para tratar infecciones bacterianas empezó 20 años antes 

del primer uso clínico de un fármaco antibiótico, pero, en la década de 1940 con la 
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introducción de antibióticos de amplio espectro, desplazó y eclipsó el desarrollo de la 

terapia con fagos en gran parte del mundo (Nikolich y Filippov, 2020). 

Los bacteriófagos constituyen el grupo de entidades biológicas más abundantes en la 

tierra (Kutter y Sulakvelidze, 2004; Olszak et al., 2017) y se encuentran en grandes 

cantidades en cualquier lugar en donde vivan sus huéspedes tales como en las aguas 

residuales y las heces, en el suelo, en respiraderos térmicos profundos y en cuerpos de 

agua naturales (Guttman et al., 2005). Al igual que todos los virus, son parásitos 

absolutos puesto que no tienen maquinaria para generar energía ni ribosomas para 

producir proteínas, aunque cuenten con toda la información para dirigir su propia 

reproducción en el huésped adecuado (Guttman et al., 2005). Tienen la capacidad de 

infectar a sus huéspedes bacterianos específicos y en el estilo de vida lítico o virulento, 

secuestran la maquinaria de la célula diana para replicarse y destruirla finalmente con 

el objetivo de producir simultáneamente la progenie (Nikolich y Filippov, 2020). 

El uso de los fagos incluye: fines terapéuticos (reducción de patógenos en animales), 

fines de saneamiento (desinfección de superficies y equipos de contacto con alimentos), 

como agentes de biocontrol (reducción o eliminación de patógenos en alimentos) y como 

elementos de biorreconocimiento (detección de patógenos) (Oh y Park, 2017). 

En el campo de la fagoterapia humana, los fagos líticos son los utilizados y preferidos 

para tratar o controlar infecciones bacterianas patógenas debido a su alta especificidad 

y efectividad en la lisis de bacterias patógenas específicas. En años recientes se han 

utilizado para tratar como última alternativa infecciones de Acinetobacter baumannii y 

Mycobacterium abscessus resistentes a medicamentos (Schooley et al., 2017; Dedrick 

et al., 2019) y un caso de prostatitis bacteriana crónica (Dedrick et al., 2021). Pero 

existen aún, problemas relacionados con el uso de bacteriófagos para tratar infecciones 

que no se resuelven, siendo el motivo por el cual la Agencia Europea de Medicamentos 

o la Administración de Alimentos y Medicamentos no han autorizado ningún preparado 

para ser usado en humano (Principi et al., 2019). 

En la industria alimentaria, el tratamiento con fagos específicos puede prevenir la 

descomposición de los productos, la propagación de enfermedades bacterianas y 

eventualmente, promover entornos seguros para la producción, el procesamiento y la 

manipulación de alimentos para animales y producción de alimentos vegetales (Oh y 

Park, 2017). 

Actualmente existe un creciente interés a nivel mundial por el aislamiento a partir de 

diferentes fuentes y la caracterización de bacteriófagos con la finalidad de controlar 
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patógenos importantes, como por ejemplo Salmonella spp., para ser aplicados en 

diferentes industrias. Tal es el caso en Irlanda (O’Flynn et al., 2006), Estados Unidos 

(Callaway et al., 2010; Akhtar et al., 2014), China (Bao et al., 2011; Chen et al., 2018; 

Huang et al., 2018; Tang et al., 2018; Islam et al., 2020), Malasia (Wong et al., 2014), 

Corea (Jung et al., 2017), entre otros trabajos. Mientras que en Perú solo 2 trabajos se 

encuentran disponibles hasta la fecha respecto a fagos de Salmonella. Miranda y Pizardi 

(2004) detectaron y enumeraron bacteriófagos F+ específicos de Salmonella 

Typhimurium como indicadores indirectos del patógeno en muestras de choro 

(Aulacomya ater) y Flores G. (2017) realizó la caracterización de fagos líticos de 

Salmonella enterica aislados de pollo. De igual manera, se ha realizado el aislamiento y 

caracterización de bacteriófagos contra otros patógenos importantes, tales como Vibrio 

cholerae (Talledo et al., 1998), Acinetobacter baumanni (Meza, 2016), Escherichia coli 

(Punil, 2017), Vibrio fluvialis (Flores V., 2017), Pseudomonas aeruginosa resistente a 

antibióticos (García y Porras, 2018; Llanos, 2019) y Listeria monocytogenes (Alegre, 

2019). Y en lo que respecta a fagoterapia, Tamariz y cols. (2014) trataron ratones 

infectados por Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 

Ante escasos estudios previos publicados sobre bacteriófagos específicos de 

Salmonella Infantis y ante la emergencia de la aparición e incremento de casos de 

infecciones por esta serovariedad multidrogo-resistente en Perú, surge la necesidad de 

buscar alternativas eficaces que faciliten su control, siendo los bacteriófagos una 

alternativa prometedora. 

Los bacteriófagos aislados y caracterizados en el presente estudio podrían conducir al 

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Por ello, previamente deben conocerse 

ciertas características, pues debido a su composición de ácidos nucleicos y proteínas 

pueden perder su actividad bajo las diferentes condiciones físico-químicas y fisiológicas 

que posteriormente deban enfrentar. Asimismo, para la producción del fago es crucial 

conocer la proporción de bacterias, la multiplicidad de infección, el tamaño de explosión 

y la tasa de adsorción (Jończyk-Matysiak et al., 2019). Por lo tanto, conocer las 

características y la estabilidad de los bacteriófagos a diferentes condiciones permitirá 

seleccionar un fago apropiado y eficaz que pueda ser explotado en futuras 

investigaciones, garantizando su efectividad al momento de ser empleado. 

 De igual manera, los fagos terapéuticos pueden hallar una aceptación más fácil en 

entornos no clínicos, como en la agroindustria y medicina veterinaria; siendo su 

aplicación el mejoramiento de los productos alimenticios o reducir el uso de antibióticos 

en aves de corral (Kutter y Sulakvelidze, 2005).  
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II. MARCO TEÓRICO 

 

 

2.1 Bacteriófagos 

 

A los elementos genéticos que no tienen la capacidad de replicarse independientemente 

de una célula viva, llamada célula hospedera, se les denominan virus. En consecuencia, 

deben introducirse en una célula viva adecuada para llevar a cabo su ciclo de 

replicación, lo que los convierte en parásitos intracelulares obligados. Pero, aun así, son 

independientes del genoma del hospedero ya que poseen su propia información 

genética (Madigan et al., 2009). 

Los bacteriófagos, también conocidos como fagos, son virus específicos de bacterias 

capaces de reconocer, infectar y de apoderarse de la maquinaria biosintética de su 

huésped para poder replicarse dentro de ellas, terminándolas por destruir o simplemente 

terminan integrando su material genético en el genoma de la célula bacteriana. Son 

omnipresentes, por lo que existen en todos los entornos como parte de un ecosistema 

microbiano complejo en un entorno de vida libre o microbiano, como el océano o dentro 

de un macroorganismo, respectivamente (Clokie et al., 2011). Por lo tanto, constituyen 

el grupo de entidades biológicas más abundantes en la tierra (Kutter & Sulakvelidze, 

2004; Olszak et al., 2017) con un rango estimado de 0 y  en total y con un rol 

muy importante en la regulación del equilibrio microbiano en todos los ecosistemas 

explorados (Kutter y Sulakvelidze, 2004). 

El hallazgo auténtico de los bacteriófagos se les atribuye a dos personas que los 

estudiaron independientemente. Uno de ellos, el inglés Frederick Twort, fue quien 

describió por primera vez la zona característica de lisis causada por una infección por 

fagos en el año 1915, anticipando la hipótesis de que pudo haber sido debido a un virus. 

Mientras que el franco-canadiense Félix d´Herelle, fue quien precisó los hechos 

ocurridos al identificar la fuente del fenómeno y fue quien acuñó el término “bacteriófago” 

en el año 1917 (Kropinski, 2006). Sin embargo, desde 1898 al 1918 otros personajes 

describieron lo que se cree el fenómeno bacteriófago (Golkar et al., 2014).  

 

 

  



  
 

[5] 
 

2.1.1 Estructura y Clasificación  

 

Los viriones pueden tener tamaños, formas y composición química muy diversas. La 

mayoría son más pequeños que las bacterias, con un tamaño que varía entre los 0,02 y 

0,3 µm (20 – 300 nm) (Madigan et al., 2009). Cada virión o partícula de fago está 

conformado por la cápside que consiste en una cubierta de proteína o lipoproteína y 

contiene dentro de ella el genoma de ácido nucleico (Kutter & Sulakvelidze, 2004). El 

material genético de los fagos puede ser ADN o ARN bicatenario o monocatenario. 

Además, las cápsides pueden presentar formas muy variadas, siendo las más simples 

pequeñas estructuras en 3D con forma de hexágono hasta filamentos y otras que 

pueden ser más complejas ya que consisten en una cabeza y una cola (Elbreki et 

al.,2014). La Figura 1 muestra la estructura general de un bacteriófago con cola. 

De los fagos estudiados morfológicamente, más del 96% tienen cola y pertenecen a las 

familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae; mientras que sólo el 3 a 4% son fagos 

poliédricos, filamentosos y pleomórficos (Ackermann, 2007). Este primer grupo de 

familias, pertenecen al orden Caudovirales y se dividen según la longitud y complejidad 

de sus colas (Kropinski, 2006). Las colas de los fagos de este grupo pueden ser 

contráctiles, cola corta o cola larga y no contráctil, correspondiendo a la familia 

Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae, respectivamente. 

 

 

Figura 1. Estructura general de un bacteriófago con cola. Fuente: Modificado de 

Elbreki y cols. (2014). 
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El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) ha clasificado a los fagos con 

cola en el orden Caudovirales, son ubicuos y contienen dsDNA dentro de una cabeza o 

cápside y una cola helicoidal y hueca constituida por subunidades con el propósito de 

transferir su genoma al interior de la bacteria (Ackermann, 2012). Uno de los fagos más 

estudiados es el T4, con estructuras complejas. Consiste en una cabeza icosaédrica 

alargada con una dimensión total de 85 x 110 nm. Esta cabeza lleva conectada una cola 

compleja formada por un tubo helicoidal de 25 x 110 nm con un “cuello” conector con 

“collar” y una placa basal compleja en la parte inferior, a la que se unen fibras basales 

largas (Madigan et al., 2009). 

Según la clasificación reciente del ICTV, hay otras siete familias de fagos filamentosos 

y pleomórficos incluidos en el grupo no asignado. Existen muchas diferencias entre las 

familias poliédricas, filamentosas y pleomórficas debido al contenido y la estructura del 

ácido nucleico. Esto trae como consecuencia que las familias estén compuestas a veces 

por un solo miembro, lo cual no representa un problema taxonómico (Ackermann, 2011).  

Los fagos poliédricos comprenden un grupo de 7 familias y son los que tienen un cuerpo 

icosaedro o cuasi-icosaedro. Se les conoce también como de simetría cubica.  Dentro 

de esta familia, los fagos contienen DNA o RNA de doble cadena o simple. La familia 

Corticoviridae (dsDNA) tiene una multicapa de proteínas como cápside y lípidos 

alternados. La familia Tectiviridae (dsDNA) tiene la cápside proteica rodeando a una 

vesícula con lípidos. La familia Microviridae (ssDNA) tienen cápside icosaedrica sin 

envoltura. La familia Leviviridae (ssRNA) carece de envoltura viral y, la familia 

Cystoviridae tiene 3 cadenas de dsRNA y rodeando a la cápside tiene una envoltura 

flexible con lípidos (Ackermann, 2012) (Figura 2). 

Dentro del grupo de fagos filamentosos se encuentra la familia Inoviridae con un material 

genético de ssDNA. Incluyen fagos filamentosos largos o bastoncillos cortos, del género 

Inovirus y Plectrovirus, respectivamente. Los fagos pleomórficos, representados por la 

familia Plasmaviridae, tienen dsDNA desnudo y una envoltura de lipoproteínas 

(Ackermann, 2012). 
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Figura 2. Morfología y ácido nucleico de los bacteriófagos. Fuente: Ackermann, 2007. 

2.1.2 Ciclo de replicación viral 

Los bacteriófagos no pueden ser capaces de reproducirse apropiadamente en un 

huésped apropiado a pesar de que contienen toda la información necesaria para 

dirigirla, esto es debido a que no poseen de una maquinaria biosintética para generar 

energía ni ribosomas para producir proteínas (Kutter & Sulakvelidze, 2004). Esta 

característica los convierte en parásitos intracelulares obligados de las bacterias. Para 

poder lograrlo primero debe haber una interacción entre el fago y su huésped a través 

de receptores específicos presentes en su superficie celular. Posterior a ello, inyectan 

su material genético para seguir con uno de los dos ciclos replicativos diferentes. Los 

ciclos de vida de los bacteriófagos se dividen en ciclo productivo o virulento (lítico) y 

ciclo templado o lisogénico (Ackermann, 2012). 

2.1.2.1 Ciclo lítico 

Este ciclo básicamente implica la generación de nuevos viriones y la posterior 

destrucción o lisis de la célula bacteriana huésped (Ackermann, 2012). Los fagos son 

capaces de infectar y de apoderarse de la maquinaria biosintética del huésped para 
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poder replicarse y posteriormente liberar a una nueva progenie de fagos mediante la 

destrucción de la bacteria. Todo esto se lleva a cabo en una secuencia de etapas: 

 Adsorción 

Como primer paso para que el fago pueda infectar a la célula huésped es necesario la 

existencia de receptores específicos que permitan su reconocimiento e interacción. El 

fago es capaz de reconocer a la célula hospedera mediante receptores específicos 

presentes en la superficie bacteriana tales como ácidos teicoicos, lipopolisacáridos 

(LPS), proteínas de membrana externa, pili y/o flagelos (Lindberg, 1973; Rakhuba et al., 

2010). Esta especificidad existente entre el fago y la bacteria, determinan el rango del 

huésped que posee el fago ya que puede infectar sólo a aquellas bacterias que 

presentan receptores que permitan su unión. De hecho, debido a la naturaleza de los 

receptores que difieren entre los diversos grupos taxonómicos, así como la localización 

de proteínas receptoras en la superficie bacteriana, cantidad y densidad del mismo, 

podrá asegurar la especificidad en la adsorción (Rakhuba et al., 2010). Además de ello, 

es de importancia la velocidad de la adsorción ya que depende no solo de los reactivos 

sino también del entorno iónico, la temperatura, el pH y los cofactores orgánicos 

(Lindberg, 1973). 

Si la etapa de adsorción no se llega a dar, entonces el huésped bacteriano continuará 

multiplicándose como si no estuviera presente el fago (Adams, 1959). Solo una 

adsorción exitosa permitirá la penetración del material genético viral dentro de la célula 

bacteriana y, por consiguiente, la continuación del ciclo de replicación. 

 Penetración del ácido nucleico 

Esta etapa acontece luego de realizarse una unión irreversible, dando lugar a la 

transferencia del genoma hacia la célula huésped. La cola del fago está involucrada en 

este proceso ya que permite el paso del material genético y, además, gracias a un 

mecanismo enzimático permite penetrar la capa de petidoglucano y la membrana interna 

a fin de que se libere el ADN vírico (Guttman et al., 2005). 

 Síntesis intracelular de componentes del virus  

La producción de nuevas copias del material genético viral y la síntesis de proteínas 

específicas son indispensables para la replicación del fago. Solo después de producir 

mRNA se sintetizan proteínas tempranas necesarias para la replicación y transcripción 

del genoma viral que son básicamente enzimas y; proteínas tardías que intervienen en 

la síntesis de proteínas de la cubierta viral y de la cola (Madigan et al., 2009). 
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 Ensamblaje de viriones 

El ensamblaje de la cabeza y de la cola son dos procesos independientes y, comienza 

luego de haberse producido las proteínas necesarias que participan en su formación. 

Por lo general, la constitución de un complejo de anillo de 12 moléculas denominadas 

proteínas portal, da inicio al ensamblaje de la cabeza; complejo que sirve a su vez, como 

un sitio de acoplamiento para el complejo enzimático involucrado en el 

empaquetamiento del DNA. Además, este complejo, llega a formar 1 de los 12 vértices 

de la cabeza icosaédrica final provocando un desajuste de simetría que permite una 

rotación más fácil del portal durante el empaquetamiento del DNA (Kutter et al., 2005).   

Durante el empaquetamiento del DNA, no se corta en una secuencia específica, en otras 

palabras, se realizan cortes de segmentos del DNA del concatémero lo bastante largo 

para llenar la cabeza de un fago (Madigan et al., 2009). Generalmente, a partir de este 

concatémero largo y lineal, empieza el empaquetamiento del DNA y finaliza en el 

momento en que se detectan secuencias específicas o una vez que la cabeza se llena 

(Kutter et al., 2005).   

Las colas de los fagos del Orden Caudovirales son diferentes y, por lo tanto, sus 

ensamblajes también difieren. Los Siphoviridae (los más estudiados) presentan colas 

de tubos extensos y flexibles originados por una gran cantidad de réplicas de una 

proteína principal de la cola que se construyen sobre un complejo iniciador al que se le 

pueden unir una o más fibras. Los Podoviridae disponen de placas base y puntas de la 

cola que se adhieren directamente por debajo de la cabeza sin ensamblarse primero en 

una cola separada. Las colas contráctiles de los Myoviridae presentan muchos 

elementos que se ensamblan sistemáticamente, en donde, la placa base similar a una 

cúpula se establece por la unión de 6 espigas alrededor de un cubo (Kutter et al., 2005).   

 Lisis de la célula bacteriana y liberación del fago 

En esta etapa se necesita de la acción de dos enzimas que se encarguen de liberar la 

nueva progenie viral ya que todo el proceso de replicación y ensamblaje se realizó 

dentro de la bacteria. Todos los fagos con cola usan dos componentes para la lisis: una 

lisina y una holina (Guttman et al. 2005). Durante el período de síntesis tardía de 

proteínas se acumula la endolisina que no tiene efectos sobre la integridad de la célula 

bacteriana hasta que algo interrumpe el potencial eléctrico a través de la membrana; 

punto donde las moléculas de holina se ensamblan y forman estructuras 

transmembranas a fin de permitir el paso de la endolisina para romper rápidamente la 



  
 

[10] 
 

capa de peptidoglicano y liberar el fago, interrumpiendo simultáneamente la respiración 

y la fuerza protón motriz asociada (Kutter et al., 2005). 

Completado este ciclo, los viriones ya están listos para infectar nuevas células 

bacterianas y seguir con su replicación (Figura 3). 

 

Figura 3. Ciclo lítico de bacteriófagos. En este ciclo el fago se replica y lisa a la célula. 

Fuente: adaptado de “The Viral Life Cycle” por Parker y cols., Microbiology, 2016, 

OpenStax. Recuperado de:  https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-

viral-life-cycle  

 

2.1.2.2 Ciclo lisogénico 

Durante este ciclo, el fago capaz de entrar en estado de lisogenia (llamado virus 

atemperado) no existe como una partícula vírica en el interior de la célula. El genoma 

del fago se integra en el cromosoma bacteriano o existe en el citoplasma en forma de 

plásmido. Para ambos casos, el genoma viral se replica simultáneamente con la del 

huésped (formación no lítica conocida como profagos) previa activación de los genes 

que eviten la activación de la vía lítica; gen que codifica la proteína represora (Madigan 

et al., 2009). El evento crítico en el establecimiento de la lisogenia es la regulación de 

los genes del fago (Guttman et al., 2005). De esta manera se transmite sucesivamente 

el genoma del fago junto con la del hospedero al resto de la progenie de la célula. 

Cuando se inactiva o se impide la síntesis del represor del fago, determinados por 

estímulos ambientales, se induce el profago de modo que se producen nuevos viriones 

provocando la lisis del hospedero (Madigan et al., 2009), dando por finalizado el ciclo 

lisogénico. (Figura 4). 

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/the-viral-life-cycle/
https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-viral-life-cycle
https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-viral-life-cycle


  
 

[11] 
 

 

 

Figura 4. Ciclo lisogénico de bacteriófagos. el ADN del fago se incorpora al genoma 

del huésped, formando un profago, que se transmite a las siguientes generaciones de 

células hasta que ciertas condiciones de estrés provoquen la entrada al ciclo lítico. 

Fuente: adaptado de “The Viral Life Cycle” por Parker y cols., Microbiology, 2016, 

OpenStax. Recuperado de:  https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-

viral-life-cycle 

  

  

https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/the-viral-life-cycle/
https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-viral-life-cycle
https://openstax.org/books/microbiology/pages/6-2-the-viral-life-cycle
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2.1.3 Curva de un paso de bacteriófagos líticos 

Las interacciones entre el fago y el huésped se han estudiado y sistematizado 

originalmente por Ellis y Delbrück (1939) mediante el uso de la curva de un paso.  El 

proceso infeccioso de los fagos implica una serie de pasos bien programados (Figura 

5). Inmediatamente después de la infección, el virus sufre lo que se conoce como 

“eclipse” debido a que en esta etapa las partículas infecciosas no se detectan en el 

medio de cultivo. Dicha etapa empieza tan pronto como las partículas virales 

desparecen del entorno por adsorción a las células dianas. Luego de adsorberse, los 

viriones ya no están disponibles para infectar a las otras células (Madigan et al., 2009).  

Después de unos minutos para la adsorción, las células infectadas se diluyen para evitar 

la unión de los fagos libres a las células no infectadas, y las muestras se siembran en 

varios momentos para determinar los centros infecciosos, definidos como una sola 

partícula de fago o una célula que estalla para producir una sola placa de lisis (Guttman 

et al., 2005). La “maduración” empieza cuando se empaquetan en las cápsides las 

nuevas moléculas de ácido nucleico recién sintetizados y en el punto en que el título de 

viriones activos dentro de las células aumentan dramáticamente. Estos viriones no 

pueden detectarse a no ser que se induzca artificialmente su liberación (Madigan et al., 

2009). Por ejemplo, exponerlas al cloroformo antes de plaquear. 

 

Figura 5. Análisis de la curva de un paso de la infección por fago.  

Fuente: Modificado de Kutter E. y Sulakvelidze A. (2005). 
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Los periodos de eclipse y de maduración constituyen en conjunto el período de latencia 

puesto que los nuevos viriones aún no se encuentran en el exterior celular (Madigan et 

al., 2009).  Generalmente, durante el período de latencia el número de placas 

permanece constante en el número de células infectadas durante un periodo de tiempo 

distintivo y luego aumenta bruscamente. La relación entre el número de placas de lisis 

obtenidas antes y después de la lisis se denomina tamaño de explosión (Guttman et al., 

2005).   

 

2.1.4 Fagoterapia 

Debido a la naturaleza de los bacteriófagos, son buenos candidatos para la terapia 

antibacteriana puesto que afectan solo a la bacteria diana, es decir, son específicos, y 

no se ha demostrado toxicidad para los animales y plantas. Además, no tienen la 

capacidad de afectar a las células eucariotas y pueden replicarse siempre que estén 

presentes las bacterias hospederas correspondientes (Azeredo y Sutherland, 2008). 

Evidentemente la capacidad de lisar o matar a las bacterias fue algo muy llamativo 

cuando aún no se sabía específicamente la causa del fenómeno. Félix d´Herelle no solo 

propuso el nombre bacteriófago; sino también, fue quien concibió la idea de utilizar a los 

bacteriófagos como agentes terapéuticos al tratar 4 casos de disentería bacteriana en 

el Hôpital des Enfants-Malades de París bajo la supervisión clínica del jefe de pediatría 

del hospital Victor-Henri Hutinel en el año 1919; siendo probablemente el primer intento 

de usar fagos terapéuticamente. Sin embargo, los resultados de este tratamiento donde 

los niños se recuperaron completamente, no fueron publicados inmediatamente, siendo 

por lo tanto Richard Bruynoghe y Joseph Maisin en el año 1921 los responsables de la 

primera aplicación informada de bacteriófagos para atender infecciones cutáneas 

causados por estafilococos (Chanishvili, 2012). 

Con diversos resultados alentadores, d´Herelle y otros continuaron los estudios sobre el 

uso de bacteriófagos como terapia (Chanishvili, 2012). Y debido a ello, diversas 

empresas iniciaron la producción comercial activa de fagos contra diferentes patógenos 

bacterianos (Sulakvelidze et al., 2001). Desde luego, la idea de usar bacteriófagos para 

combatir infecciones bacterianas progresaba. Pero fue con el advenimiento de los 

antibióticos a mediados del siglo XX en donde empezó a mermar su importancia y por 

lo tanto su producción, sobre todo en los países occidentales. Sin embargo, los estudios 

continuaron en Europa del Este y en la ex Unión Soviética, incluso varios países 

participaron activamente en la investigación y en la producción de fagos terapéuticos 

como en el Instituto Eliava de Bacteriófagos, Microbiología y Virología (EIBMV) de la 



  
 

[14] 
 

Academia de Ciencias de Georgia, Tbilisi, Georgia, y en el Instituto de Inmunología 

Hirszfeld y Terapia Experimental (HIIET) de la Academia de Ciencias de Polonia, 

Wroclaw, Polonia (Sulakvelidze et al., 2001). 

El descubrimiento de los antibióticos trajo consigo su uso indiscriminado no solo en los 

humanos sino también en los animales. En el año 1928 se descubrió la penicilina por 

Alexander Fleming y fue el primer antibiótico comercializado, pero desde ese momento 

también se ha descubierto y reconocido la resistencia antimicrobiana junto con el 

descubrimiento de nuevos antibióticos (CDC, 2020). Según la Organización 

Panamericana de la Salud (PAHO), a través del tiempo ocurre la resistencia natural a 

los antimicrobianos, ocasionados generalmente por cambios genéticos. Sin embargo, el 

uso indebido y excesivo está acelerando el proceso.  

Actualmente, la crisis mundial y la falta de creación de nuevos antibióticos efectivos 

conllevan a la búsqueda de nuevas formas de controlar las infecciones. Esto trajo 

consigo el redescubrimiento de la fagoterapia. Diversos estudios se están enfocando en 

tratar infecciones mediante el uso de cócteles de fagos, es decir, múltiples tipos de fagos 

en ratones (Oechslin et al., 2017; Regeimbal et al., 2016) o con fagos únicos (Tang et 

al., 2018). Así mismo, también hay reportes de pacientes humanos tratados con fagos 

en años recientes; Schooley y cols. (2017) desarrollaron y aplicaron exitosamente 

cócteles de bacteriófagos terapéuticos personalizados para rescatar a un paciente 

diabético de 68 años con una infección por Acinetobacter baumannii resistente. Dedrick 

y cols. (2019) trataron una infección diseminada por Mycobacterium abscessus 

resistente a medicamentos en un paciente de 15 años con fibrosis quística con 

bacteriófagos desarrollados con ingeniería genómica y genética avanzada obteniendo 

como resultado una mejoría clínica objetiva. Johri y cols. (2021) reportaron un caso de 

prostatitis bacteriana crónica en un hombre de 33 años tratado con preparaciones de 

bacteriófagos obteniendo luego una mejora significativa de los síntomas y una dinámica 

positiva en los títulos bacterianos y los controles de ultrasonido después de la terapia 

con fagos. 

La fagoterapia en Perú aún está en sus inicios, Tamariz y cols. (2014) estimaron la 

capacidad de tratar infecciones localizadas y sistémicas provocadas por Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina al emplear bacteriófagos nativos en ratones con resultados 

positivos para prevenir y controlar infecciones localizadas. No obstante, se han realizado 

la caracterización de diversos fagos nativos que infectan patógenos importantes tales 

como Vibrio cholerae (Talledo et al., 1998), Acinetobacter baumanni (Meza, 2016), 

Escherichia coli (Punil, 2017), Vibrio fluvialis (Flores V., 2017), Salmonella enterica 
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(Flores G. 2017), Pseudomonas aeruginosa resistente a antibióticos (García y Porras, 

2018; Llanos, 2019) y Listeria monocytogenes (Alegre, 2019), lo que demuestra la 

importancia creciente respecto al tema de bacteriófagos en el Perú, para sus potenciales 

aplicaciones en diferentes campos. 

Tabla 1. Productos comerciales de fagos para su uso en alimentos y productos 

animales. 

Producto Aplicación Descripción Empresa País 

AgriPhage 
Comida 
(tomate) 

Se enfoca en manchas bacterianas 
o motas bacterianas en cultivos 
contra Xanthomonas campestris 
pv. vesicatoria o Pseudomonas 
syringae pv. tomato 

Omnilytics, 
Inc. 

USA 

EcoShield Comida 

Se enfoca en la contaminación por 
Escherichia coli O157: H7 en 
alimentos e instalaciones de 
procesamiento de alimentos 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

ListShield Comida 

Se enfoca en la contaminación por 
Listeria monocytogenes en 
alimentos e instalaciones de 
procesamiento de alimentos 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

SalmoShield Comida 

Se enfoca en la contaminación por 
serotipos de Salmonella altamente 
patógenos seleccionados en 
alimentos e instalaciones de 
procesamiento de alimentos 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

ShigaShield Comida 

Se enfoca en la contaminación por 
Shigella spp. en alimentos e 
instalaciones de procesamiento de 
alimentos 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

Listex P100 Comida 
Se enfoca en la contaminación por 
L. monocytogenes en productos 
alimenticios 

Micreos 
Países 
bajos 

Ecolicide 
Alimentación 

animal 

Se dirige a la contaminación por 
Escherichia coli O157: H7 en las 
pieles de animales vivos antes del 
sacrificio 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

SalmoLyse 
Alimentación 

animal 

Se enfoca en la contaminación por 
Salmonella en los alimentos para 
mascotas 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

BioTector 
Alimentación 

animal 
Pienso para el control de 
Salmonella en aves de corral 

CheilJedang 
Co. 

Corea 

SalmoFresh Comida 
Se dirige a Salmonella enterica en 
varios alimentos. 

Intralytix, 
Inc. 

USA 

Fuente: Modificado de Oh y Park (2017). 
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El campo de la fagoterapia en humanos cuenta con ciertas limitaciones pues existen 

varios problemas relacionados en el tratamiento de infecciones que aún no se resuelven 

y es la razón por la cual no existe aún ningún preparado comercial para uso humano 

autorizado por la Agencia Europea de Medicamentos o por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) (Principi et al., 2019). Por lo tanto, el uso de fagos en 

el campo de la medicina humana se encuentra aún en desarrollo. Sin embargo, existen 

fagos disponibles comercialmente para ser usados en alimentos (Tabla 1). 

 

2.1.4.1 Ventajas y desventajas de la fagoterapia 

 

Una de las principales diferencias entre los fagos y los antibióticos es su rango objetivo. 

La ventaja es que los bacteriófagos son altamente específicos con sus huéspedes 

(Golkar et al., 2014; Elbreki et al., 2014; Azeredo et al., 2008 y Sulakvelidze y kutter, 

2005) y esta característica tiene como resultado que son incapaces o es muy poco 

probable que afecten a la microbiota deseable (Elbreki et al., 2014 y Sulakvelidze y 

kutter, 2005). 

Los bacteriófagos pueden autorreplicarse en el lugar de infección, es decir, donde se 

encuentran los patógenos correspondientes (Golkar et al., 2014 y Azeredo et al., 2008); 

y una vez que las células bacterianas huéspedes se destruyen, los fagos dejan de 

funcionar dispersándose sin causar daño (Elbreki et al., 2014). 

Así como las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibióticos también pueden 

hacerlo frente a los fagos. Sin embargo, esta última no es tan preocupante. Los fagos 

también tienen la capacidad de mutar cuando surgen bacterias resistentes a ellos, es 

decir, pueden superar la resistencia evolucionando al mismo ritmo que la bacteria diana 

(Elbreki et al., 2014). Además, esta resistencia se puede prevenir mediante el uso de 

preparaciones que contiene múltiples tipos de fagos (cócteles) y/o junto con antibióticos 

(Golkar et al., 2014; Regeimbal et al., 2016; Oechslin et al., 2017). Cabe señalar que 

debido a que los fagos pueden dirigirse a receptores en la superficie bacteriana 

involucrados en la patogénesis, las bacterias mutan, pero a la vez se atenúa su 

virulencia (Azeredo et al., 2008; Regeimbal et al., 2016). Finalmente, la producción de 

fagos tiene como ventaja los bajos costos y su simplicidad (Elbreki et al., 2014 y Azeredo 

et al., 2008). 

Como desventajas existentes es que no todos los fagos son buenos agentes 

terapéuticos ya que en el caso de usar fagos atemperados cabe la posibilidad de 
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presentarse inmunidad a la infección y la codificación de factores de virulencia y toxinas 

bacterianas. Para evitar esto, los bacteriófagos deben ser estrictamente líticos, estables 

en condiciones y temperaturas de almacenamiento típicas y, además, es ideal que estén 

completamente secuenciados para confirmar la ausencia de genes indeseables tales 

como las toxinas. El rango estrecho de hospederos también es otro problema en la 

fagoterapia puesto que limita en un mínimo el tratamiento presuntivo. Sin embargo, los 

fagos pueden emplearse con frecuencia en combinación con antibacterianos e incluso 

con otros fagos (cócteles de fagos) a fin de ampliar el espectro lítico (Loc-Carrillo y 

Abedon, 2011).   

 

2.2 Características de Salmonella spp. 

 

2.2.1 Generalidades 

De acuerdo al Manual de Bergey (Brenner et al., 2005), Salmonella pertenece a la 

familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos de 0,7-1,5 x 2,0-5,0 µm, 

anaerobios facultativos, suelen ser móviles por flagelos peritricos. Reducen nitratos a 

nitritos, gas generalmente producido a partir de la D-glucosa, indol negativo, citrato 

utilizado generalmente como única fuente de carbono. Reacciones positivas para la 

lisina y ornitina descarboxilasa. No tienen la enzima ureasa. La fenilalanina y el 

triptófano no se desaminan oxidativamente. La mayoría producen sulfuro de hidrógeno, 

pero algunos serovares no lo producen. 

Tienen una temperatura óptima de crecimiento de 37 °C. Pueden vivir en medio acuoso, 

pero resisten el frío y la desecación, se destruyen por medio de calor y ácidos (Terrier 

& Matinez, 2006). Se ha informado que la temperatura más baja de crecimiento está 

entre 5,3 y 6,2 °C para Salmonella Heidelberg y Salmonella Typhimurium, 

respectivamente; mientras que el límite superior esta alrededor de 45 °C. El pH de 

crecimiento óptimo esta alrededor de la neutralidad, siendo bactericida los valores por 

encima de 9,0 e inferiores a 4,0. El efecto del valor de pH mínimo va depender del tipo 

de ácido utilizado para reducir el pH (Jay et al., 2005). 

Las cepas de Salmonella se distribuyen ampliamente en la naturaleza, siendo los 

humanos y los animales sus principales reservorios. Además, tienen como hábitat 

principal el tracto intestinal (Jay et al., 2005).  

  



  
 

[18] 
 

2.2.2 Taxonomía y nomenclatura 

Según las normas en el Código Internacional de Nomenclatura Bacteriana, establece 

que, para conferirle una denominación internacional a las especies, deben nominarse 

mediante dos vocablos en el cual, el primero hace referencia al género y se compone 

por una letra inicial mayúscula, seguido por el vocablo que define a la especie y se 

escribe con minúscula (Delgado, 2015). 

Sin embargo, la nomenclatura actual de Salmonella es compleja y los científicos utilizan 

diferentes sistemas para referirse y comunicarse sobre este género. 

Desafortunadamente, se combina varios sistemas de nomenclatura que dividen de 

manera inconsistente el género en especies, subespecies, subgéneros, grupos, 

subgrupos y serotipos (serovares), lo cual causa confusión (Brenner et al., 2000). 

El género fue nombrado Salmonella por Lignieres en el año 1900 en honor a D. E. 

Salmon, quien aisló la bacteria creyendo que era el agente etiológico del cólera porcino 

(refutado posteriormente) (Nwabor et al., 2015). 

La nomenclatura para el género Salmonella ha progresado a través de una sucesión de 

características taxonómicas, serológicas y sobre los principios de la taxonomía 

numérica y la homología del ADN (Tindall et al., 2005). En el inicio, se basaban en lo 

propuesto por Kauffmann en el año 1966 sobre la base de la identificación serológica 

de los antígenos O (somáticos) y H (flagelares), donde cada serotipo era considerado 

una especie separada; concepto que, al día de hoy, daría lugar a 2.463 especies de 

Salmonella (Brenner et al., 2000). También se utilizaron reacciones bioquímicas para 

separarlas en subgrupos como parte del esquema taxonómico inicial (Nwabor et al., 

2015).  

Los hechos acontecidos desde los primeros intentos de clasificar sistemáticamente 

Salmonella fueron muy confusos y dinámicos para la comunidad científica. Abarcaron 

consideraciones de tratar a cada serovar como especie individual, propuestas de dividir 

el género en 3 especies, propuesta de que estaba constituida por una especie única, 

desacuerdos en la designación de la especie que abarque todas las serovariedades, las 

subespecies en las que se dividen, así también problemas en la designación de la 

especie tipo. 

Fue en el año 1973 cuando ocurrió un cambio definitivo en la taxonomía; Crosa y cols. 

demostraron mediante hibridación de ADN-ADN que los serotipos y subgéneros I, II y 

IV de Salmonella y todos los serotipos de “Arizona” estaban relacionados a nivel de 

especie y por lo tanto el grupo pertenecía a una sola especie (Brenner et al., 2000; 
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Nwabor et al., 2015). La excepción fue Salmonella bongori, anteriormente era la 

subespecie V, pero se demostró en el año 1989 que tenía una secuenciación de 

nucleótidos distinta (Reeves et al. 1989) por lo tanto, se le elevo a especie. 

Actualmente, el género Salmonella consta de dos especies: Salmonella enterica y 

Salmonella bongori. Seis subespecies constituyen la especie Salmonella enterica: S. 

enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp. arizonae 

(Illa), S. enterica subsp. diarizonae (lllb), S. enterica subsp. houtenae (IV) y S. enterica 

subsp. indica (VI) (Popoff y Le Minor, 2005). A su vez, cada especie está dividida en 

múltiples serotipos que se enumeran según el esquema de Kauffmann-White (Tabla 2). 

Antes del año 1966, todos los serotipos de todas las subespecies recibieron nombres a 

excepción de las subespecies IIIa y IIIb. Y fue en el año 1966 cuando el Centro 

Colaborador de la OMS decidieron nombrar solo a los serotipos en la subespecie I y se 

eliminó los nombres de serotipos existentes en las subespecies II, IV, VI y S. bongori 

del esquema Kauffmann-White (Brenner et al., 2000).  Los serovares en la mayoría de 

las especies bacterianas no reciben nombres, esto porque son designados según su 

fórmula antigénica, como por ejemplo con Escherichia coli O104:H4. Sin embargo, la 

excepción con la subespecie I se debe al error de nombrarlos anteriormente por 

Kauffmann (Agbaje et al., 2011). 

Finalmente, con los cambios taxonómicos actuales que provocaron modificaciones 

importantes en la nomenclatura, como conservar las denominaciones para cada serovar 

perteneciente a la subespecie enterica, se estableció que para destacar que estos 

nombres no corresponden a especies, no deben escribirse en cursiva (itálica), además, 

sus nombres deben empezar con mayúscula. Como ejemplo de este argumento y en 

base a lo pautado actualmente, la denominación correcta sería Salmonella Typhi, de 

forma abreviada, y Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad Typhi, para la 

nomenclatura más extensa del mismo microorganismo (Delgado, 2015). 

Respecto a los términos "serovares" y "serotipos", se consideran generalmente 

sinónimos. La Organización Mundial de la Salud (OMS) / Instituto Pasteur utilizan el 

término "serovar", mientras que los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) y 

la Sociedad Estadounidense de Microbiología (ASM) pasaron de usar la palabra 

“serotipo” a “serovar” para mantener la coherencia internacional (Ryan et al., 2017). 
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Tabla 2. Nomenclatura de Salmonella spp. 

Posición taxonómica (formato de escritura) y nomenclatura 
N° de 

serotipos en 

cada especie 

o subespecie 

Género (en 

mayúscula, 

cursiva) 

Especie 

(cursiva) 
Subespecie (cursiva) 

Serotipos (o serovares) 

(en mayúscula, no 

cursiva) * 

Salmonella enterica enterica (o subespecies I) 
Choleraesuis, Enteritidis, 

Paratyphi, Typhimurium 
1504 

  salamae (o subespecies II) 9,46:z:z39 502 

  arizonae (o subespecies IIIa) 43:z29:- 95 

  diarizonae (o subespecies IIIb) 6,7:1,v:1,5,7 333 

  houtenae (o subespecies IV) 21:m,t:- 72 

  indica (o subespecies V) 59:z36:- 13 

 bongori subespecies V 13,22:z39:- 22 

*Algunos serotipos (serovares) se enumeran como ejemplos. Fuente: Modificado de 

Su y Chiu (2007). 

 

2.2.3 Serotipos  

Para realizar la serotipificación se debe determinar de forma completa los diferentes 

antígenos presentes, ya sean antígenos somáticos (O), flagelares (H) y capsulares (Vi), 

cuyo objetivo es determinar la fórmula antigénica completa del aislado individual de 

Salmonella (Nwabor et al., 2015). De acuerdo a las similitudes presentadas en cuanto 

al contenido de uno o más antígenos O, se colocan en grupos designados como A, B, 

C, etc. (Jay et al., 2005). Los antígenos flagelares son proteínas termolábiles asociadas 

a los flagelos peritricos y se pueden expresar en una de dos fases; la fase 1 está 

asociado con la identidad inmunológica de los serovares particulares debido a que son 

específicos, mientras que la fase 2 son inespecíficos ya que contienen diferentes 

subunidades de proteínas antigénicas con posibilidad de ser compartidas por muchos 

otro serovares (Nwabor et al., 2015). 

Luego de realizar la serotipificación completa del cultivo de Salmonella, se puede 

determinar mediante el esquema de Kauffmann-White el nombre del serotipo (Nwabor 

et al., 2015). la mayoría de los serovares de Salmonella conocidos al día de hoy 
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pertenecen a Salmonella enterica subsp. enterica (S. enterica subsp. I) y los serogrupos 

de antígeno O más comunes son A, B, C1, C2, D y E (Agbaje et al., 2011; Brenner et 

al., 2000). 

 

2.2.4 Resistencia a antibióticos de Salmonella spp. 

La resistencia a los antibióticos es un problema de preocupación mundial, pues, 

amenaza la capacidad para tratar las infecciones comunes. A medida que se propaga 

mundialmente la resistencia, los antibióticos se vuelven cada vez más ineficaces lo cual 

provocan costos significativos en las economías nacionales junto a sus sistemas de 

salud (Organización Mundial de la Salud [WHO], 2021). Esto se debe a que los 

microorganismos han desarrollado una multitud de mecanismos para evadir la acción 

de los fármacos y así poder sobrevivir (Jyoti et al., 2014). 

La multidrogo resistencia (MDR) se define como la no susceptibilidad a al menos un 

agente en tres o más categorías de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012). Este 

problema ha sido reportado en diversas partes del mundo para distintas serovariedades 

de Salmonella spp. Con respecto a la serovariedad Infantis, el incremento de la 

resistencia a múltiples antibióticos se ha visto reflejado tanto en aves y sus productos 

derivados, así como en casos de infecciones humanas. 

A las cepas Salmonella spp. se les puede atribuir la resistencia a múltiples fármacos 

debido a una serie de mecanismos tales como la alteración y/o modificación del sitio de 

destino, degradación del antibiótico por hidrólisis o por modificación del fármaco a una 

forma inactiva y la reducción de la concentración intracelular eficaz de los agentes 

antimicrobianos a fin de evitar el ingreso de los fármacos a su objetivo (Martins et al., 

2011). La Tabla 3 muestra las propiedades de algunos fármacos y los mecanismos de 

resistencia presentados en Salmonella spp. 
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Tabla 3. Propiedades de algunos fármacos y mecanismos de resistencia de 

Salmonella spp. 

Grupo de 

antibióticos 
Miembros 

Mecanismo de 

acción 

Mecanismos de 

resistencia 

β- lactámicos 

Penicilina (s), 

amoxicilina, 

Imipenem, 

Cefalosporina (1ra, 

2da y 3ra 

generación) 

Inhibición de la 

síntesis de la pared 

celular 

β-lactamasas, BLEE, 

modificación de la 

porina (ompF), Eflujo 

de β-lactámicos 

(ompC) 

Aminoglucósidos 

Neomicina, 

Kanamicina, 

Amikacina, 

Tobramicina, 

Gentamicina, 

Estreptomicina 

Inhibir la síntesis de 

proteínas 

Modificación 

enzimática e 

inactivación de 

aminoglucósidos 

Tetraciclinas 

Oxitetraciclina, 

Clortetraciclina, 

Doxiciclina etc. 

Inhibir la síntesis de 

proteínas 

Bombas de eflujo, 

Modificación del 

objetivo de ARNr, 

Inactivación del 

compuesto 

Quinolonas y 

fluoroquinolonas 

Ciprofloxacino, 

Norfloxacino, ácido 

nalidíxico, etc. 

Inhibe la ADN girasa y 

la topoisomerasa II, 

bloqueando así la 

replicación del ADN 

Mutación en la región 

determinante de la 

resistencia a 

quinolonas 

(QRDR) GryA, GyrB, 

parC, pare 

Sulfonamidas 

Sulfametoxazol, 

sulfanilamida, 

sulfisoxazol, etc 

Inhibe la síntesis de 

ácido fólico al 

competir con ácido 

para-aminobenzoico 

(PABA) 

Inhibición de la 

dihidropteroato 

sintasa 

Fuente: Modificado de Akinyemi y Ajoseh (2017). 
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2.2.5 Salmonella Infantis en Perú y resistencia a antibióticos 

Arias y Meza (2004) evaluaron cepas de Salmonella spp. confirmadas por el Instituto 

Nacional de Salud (INS), Perú, entre los años 1997-2002, y encontraron que la 

resistencia aún es baja para antibióticos como el cloramfenicol, ampicilina y 

cotrimoxazol. En el año 2010, a través de la vigilancia de laboratorio por el INS, Zamudio 

y cols. identificaron aislamientos de S. Infantis en 24 casos de origen clínico y 9 de 

alimentos. Se reportó como la tercera serovariedad más frecuente y como bacteria 

asociada al consumo de alimentos contaminados como huevos y productos cárnicos 

avícolas. Además, dos aislamientos de productos cárnicos avícolas y uno de 

hemocultivo presentaron resistencia al ácido nalidíxico, ciprofloxacina, tetraciclina, 

cotrimoxazol y nitrofurantoína.  Martínez-Puchol y cols. (2020) identificaron cepas de S. 

Infantis de carnes para consumo humano del año 2012 en 13 muestras de pollo, 1 en 

ternera y 1 en cerdos y, además, presentaron resistencia a nitrofuranos. Mientras que, 

en otro estudio, Quino y cols. (2020) estudiaron cepas de Salmonella enterica enviadas 

al Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos (LRNE) del INS durante los 

años 2012-2015 donde obtuvieron que la frecuencia de resistencia en muestras de 

pacientes fue: “nitrofurantoína (74%), ácido nalidíxico (64%), ciprofloxacina (63%), 

tetraciclina (63%), ampicilina (56%), cotrimoxazol (56%), cefotaxima (53%) y 

cloramfenicol (50%)” (p.397); para las muestras biológicas no humanas fue: “ácido 

nalidíxico (55%), ciprofloxacina (45%), cotrimoxazol, nitrofurantoína y tetraciclina (40%)” 

(p.397). Además, se resalta que Salmonella Infantis fue relegando a otros serovares al 

transcurrir el tiempo, puesto que en el año 2010 se situaba como el tercero de mayor 

frecuencia, en el 2012 se posicionó en el segundo puesto y desde el año 2013 ya era el 

serovar más frecuente seguido de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium. Así 

mismo, Quino y cols. (2019) describieron que el 74,1% de las cepas de S. Infantis 

corresponden a un perfil multidrogorresistente con resistencia a más de 5 

antimicrobianos y presencia de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE).  

A pesar de que a nivel mundial Salmonella Infantis se ubica como el cuarto serovar más 

prevalente en Europa (EFSA y ECDC, 2018), en el Perú existe variación entre los 

serotipos de más frecuencia donde se evidencia que esta serovariedad se ha 

posicionado como el más frecuente desde el año 2013, problema que se agudiza por el 

hecho de ser multidrogo-resistente. La Tabla 4 muestra la variación a través del tiempo 

respecto al aislamiento de serovares de Salmonella spp. en muestras de pacientes (H) 

y en muestras no humanas (Nh) y porcentaje total reportado (Quino et al., 2020). 
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Tabla 4. Variación a través del tiempo respecto al aislamiento de serovares de 

Salmonella spp. en muestras de pacientes (H) y en muestras no humanas (Nh) y 

porcentaje total reportado. Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos, 

INS, Perú.  

Serotipo 
2012 2013 2014 2015 Total H Total Nh 

H Nh H Nh H Nh H Nh n % n % 

Salmonella Infantis 43 7 109 2 86 0 58 0 296 57 9 45 

Salmonella Enteritidis 66 1 36 0 15 0 23 1 140 27 2 10 

Salmonella Typhimurium 11 4 3 4 3 0 12 0 29 6 8 40 

Salmonella Choleraesuis 2 0 0 0 0 0 1 0 3 1 0 0 

Salmonella Blegdan 8 0 0 0 0 0 0 0 8 2 0 0 

Salmonella Paratyphi B 0 0 1 0 1 0 3 0 5 1 0 0 

Salmonella Gallinarum 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5 

Salmonella Agona 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 

Salmonella Anatum 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

Salmonella Corvallis 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 

Salmonella Derby 0 0 1 0 0 0 2 0 3 1 0 0 

Salmonella Dublin 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Salmonella Moscow 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Salmonella Reinickendorf 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

Salmonella Rostock 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 

Salmonella spp. 0 0 26 0 1 0 0 0 27 5 0 0 

Salmonella Typhi 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 

Total 132 13 178 6 108 0 102 1 520 100 20 100 

Fuente: Tomado de Quino y cols. (2020). 
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III. HIPÓTESIS 

 

H1: Existen bacteriófagos líticos y estables de Salmonella Infantis multidrogo-resistente 

en intestinos de pollos de mercados de Lima, Perú. 

H0: No Existen bacteriófagos líticos y estables de Salmonella Infantis multidrogo-

resistente en intestinos de pollos de mercados de Lima, Perú. 
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IV. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

Aislar y caracterizar bacteriófagos líticos a partir de intestino de pollos de mercados de 

Lima, Perú específicos de Salmonella Infantis multidrogo-resistente. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Aislar bacteriófagos líticos de Salmonella Infantis multidrogo-resistente a partir 

de muestras de intestinos de pollos 

 Determinar las características biológicas del bacteriófago aislado con potencial 

uso biotecnológico 

 Determinar las características fisicoquímicas del bacteriófago aislado con 

potencial uso biotecnológico 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Material biológico 

5.1.1 Bacterias o Cepas Bacterianas 

Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Infantis con características 

multidrogoresistentes (MDR) 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Klebsiella 

pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella oxytoca ATCC 13182, Serratia marcescens ATCC 

43862, Enterococcus faecium ATCC 35667, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Streptococcus bovis ATCC 33317 , Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, 

Escherichia coli ATCC 13706, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium 

(n = 3), Salmonella Corvallis, Salmonella Tennessee, Salmonella Heidelberg (n = 4) 

5.1.2 Gallus gallus domesticus 

Intestino de pollos recolectadas de 100 mercados diferentes de Lima - Perú 

5.2 Metodología 

5.2.1 Reactivación de cepa huésped 

La cepa huésped empleada fue Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Infantis 

con características multidrogoresistentes (MDR) productora de betalactamasas de 

espectro extentido. Esta cepa fue aislada y caracterizada por Quino y cols. (2019) en el 

Laboratorio de Referencia Nacional de Enteropatógenos del INS. 

La cepa caracterizada se reactivó en el Laboratorio de Virología Clínica y Molecular de 

la Facultad de Ciencias Biológicas, UNMSM como se describe a continuación:  

Se cultivó durante toda la noche a 37 °C en Caldo Tripticasa Soya (TSB; Himedia) y se 

estrió en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD Agar; Himedia) para verificar la pureza 

de la misma, mediante su comportamiento cultural. 

Del cultivo anterior se inoculó 100 µl del cultivo en un nuevo caldo y se incubó a 37 °C 

para desarrollar cultivo en fase exponencial. 

La cepa se mantuvo en Caldo Tripticasa Soya (TSB; MERCK) con glicerol al 20% y se 

mantuvo a -20 °C hasta su uso (Modificado de Bao et al., 2011). 
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5.2.2 Curva de crecimiento de Salmonella Infantis 

La curva de crecimiento bacteriano se realizó de acuerdo con el método de conteo en 

placa (UFC/ml) por la técnica de incorporación y por densidad óptica (D.O) a una 

longitud de onda de 600 nm. 

Se realizó el protocolo de Flores G. (2017) modificado. Para ello, se inoculó 10 µl de un 

cultivo de Salmonella Infantis MDR de toda la noche en un matraz con 100 ml de TSB y 

se incubó a 37 °C hasta cumplir 9 horas. Se recolectaron muestras de 1 ml al iniciar el 

experimento y hora tras hora para medir la densidad óptica (D. O 00 ) y a la vez, se 

calculó el número de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml). Se empleó 

un espectrofotómetro DENOVIX-DS11 para medir la D.O y para la técnica por 

incorporación se emplearon diluciones seriadas para cada muestra y se sembró cada 

dilución en una placa de Petri con Agar Tripticasa Soya (ATS; Himedia) a una 

temperatura de 45 °C. Se calculó la relación entre la D.O de Salmonella Infantis MDR y 

la concentración de bacterias presentes por mililitro (UFC/ml). La toma de muestra para 

este ensayo se realizó por duplicado tanto para la D.O como para el numero de UFC/ml. 

5.2.3 Procesamiento de muestras, enriquecimiento, aislamiento, purificación y 

preparación de reserva de fagos 

 

5.2.3.1 Procesamiento de muestras y enriquecimiento de bacteriófagos 

Se aislaron fagos de Salmonella Infantis de intestino de pollos recolectados de 100 

mercados diferentes de Lima- Perú.  Según la metodología estandarizada en el 

laboratorio, cada muestra se abrió cuidadosamente desde el ciego hasta la cloaca y se 

colectó el contenido interno en recipientes que contenían 100 ml de agua destilada. Se 

homogenizó y se transfirió 15 ml en tubos de centrífuga. Posteriormente, cada muestra 

se centrifugó a 7197 x g durante 20 minutos para separar las células bacterianas y los 

desechos. Todo el sobrenadante se pasó a través de filtros de 0,45 µm y se volvió a 

centrifugar a 7197 x g durante 60 minutos para asegurar la eliminación de desechos. 

Para el enriquecimiento de fagos, se mezcló cada sobrenadante de muestra filtrada (15 

ml) con 100 µl de Salmonella Infantis en fase exponencial y 5 ml de TSB a una 

concentración de 4X y se incubó a 37 °C durante 24 horas. Los fagos multiplicados se 

aislaron mediante centrifugación a 8000 x g durante 15 minutos y filtraron con filtro estéril 

de 0,22 µm (Huang et al., 2018). A continuación, alícuotas de 2 ml de este sobrenadante 

final se almacenó a 4 °C como muestra enriquecida en fagos. 
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5.2.3.2 Prueba del goteo 

Se utilizó la prueba del goteo realizado por Bao y cols. (2011) con modificaciones para 

examinar cada muestra enriquecida y detectar la presencia de fagos en el sobrenadante. 

Para ello, se colocó 10 µl del sobrenadante de cada muestra enriquecida sobre placas 

con Agar Tripticasa Soya (ATS), sembrado con 100 µl de Salmonella Infantis en fase 

logarítmica. Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Después 

de la incubación, se examinaron todas las placas para determinar la formación de zonas 

de aclaramiento e indicar la presencia de fagos que infectan Salmonella Infantis MDR 

presentes en cada muestra.  

5.2.3.3 Técnica de la bicapa de agar y purificación de bacteriófagos  

Se utilizó la técnica de la bicapa de agar descrita por Adams (1959) para aislar y purificar 

fagos de las muestras positivas. Se realizaron diluciones seriadas de cada muestra 

positiva en proporción 1:10. Luego, se combinó un volumen de 1 ml de cada dilución 

con 1 ml del cultivo de la cepa huésped en tubos estériles vacíos y se incubó a 37 °C 

durante 10 minutos. Posteriormente, se le agregó a cada tubo 8 ml de Agar Tripticasa 

Soya blando al 0,7% (p/v) a una temperatura de 45 °C, se homogenizaron y se 

superpusieron sobre placas de ATS al 1,5% (p/v). Se dejaron solidificar durante 15 

minutos y se incubó a 37 °C durante 24 horas para la formación de placas de lisis.  

Para purificar los fagos, se examinaron las placas de lisis obtenidas por la técnica de la 

bicapa y se seleccionaron aquellas que formaron placas translúcidas. Se realizaron 

cortes de las placas de lisis usando una punta de micropipeta y se suspendieron en 

solución salina estéril (0,85% p/v). Luego, posterior a la centrifugación se filtró cada 

sobrenadante usando filtros estériles de 0,22 µm de porosidad. Este proceso de 

purificación a partir de una placa individual se repitió durante 4 pases consecutivos para 

asegurar una reserva de fagos únicos (Akhtar et al., 2014). 

5.2.3.4 Preparación de la suspensión de trabajo 

Luego de obtener el bacteriófago purificado, se enfrentó el bacteriófago con su 

hospedero respectivo para incrementar el número de fagos y así obtener el lisado de 

trabajo. Se realizó el método ejecutado por Fortier y Moineau (2009). Se agregó en 10 

ml de TSB, volumenes iguales a 1 ml del filtrado puro del bacteriófago y del cultivo 

bacteriano en fase logarítmica y se incubó a 37 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo 

se observó un aclaramiento del caldo producto de la actividad lítica de los fagos. Para 

evidenciar la diferencia, se contó con un tubo control de crecimiento bacteriano que solo 

contenía el caldo y la bacteria. Después de realizar la lectura, se procedió a remover los 

restos bacterianos por medio de centrifugación a 4595 x g durante 10 minutos a 4 °C, 
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se filtró con membrana de 0,22 µm y se conservó a 4 °C para los diferentes 

experimentos del estudio. 

5.2.3.5 Determinación del título de bacteriófagos 

Luego de efectuar la técnica de la doble capa, se procedió a determinar el titulo con la 

siguiente formula (Pelzek et al., 2013):  ��
= 

�ú   � �   � �  � ��   � ��  � � í �  

UFP: Unidades Formadoras de Placas 

Factor de dilución: Inversa de la dilución 

 

5.1.4 Caracterización biológica del bacteriófago aislado con potencial uso 

biotecnológico 

5.1.4.1 Determinación del rango de hospederos 

Las cepas bacterianas que integran la colección del Laboratorio de Virología Clínica y 

Molecular utilizadas para esta prueba se mantuvieron en Caldo Tripticasa Soya (TSB; 

MERCK) con glicerol al 20 % a – 20 °C y al momento de utilizarlas se reactivaron 

sembrando en TSB a 37 °C durante 24 a 48 horas. Se verificó la viabilidad y pureza a 

cada cepa, para ello, se estriaron en placas con TSA y se incubaron a 37 °C durante 24 

a 48 horas. Se seleccionaron las colonias con morfología típica y se procedió con lo 

explicado anteriormente con Salmonella Infantis para obtener cultivos en fase 

exponencial. Para los otros serovares de Salmonella se realizó el mismo procedimiento, 

pero utilizando Agar XLD. 

Las cepas bacterianas utilizadas fueron Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 

Enterobacter cloacae ATCC 13047, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Klebsiella 

oxytoca ATCC 13182, Serratia marcescens ATCC 43862, Enterococcus faecium ATCC 

35667, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus bovis ATCC 33317 , 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli ATCC 13706, Escherichia coli 

ATCC 25922 y los serotipos de Salmonella utilizados fueron Salmonella Typhimurium 

(n = 3), Salmonella Corvallis, Salmonella Tennessee, Salmonella Heidelberg (n = 4) y 

Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Infantis MDR. Se prepararon los céspedes 

bacterianos diseminando 100 µl de cultivo de cada bacteria en fase exponencial sobre 

placas de ATS. Para determinar el rango de hospederos, se colocó 10 µl de suspensión 
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de fagos (≈1 x 10 8 UFP/ml) sobre cada placa con el césped bacteriano a evaluar. Se 

dejaron absorber las gotas, se invirtieron las placas y se incubaron a 37 °C por 24 horas. 

Todas las zonas con aclaramiento limpio se consideraron positivos luego de la 

incubación (Bao et al., 2011). 

5.2.4.2 Determinación de la Multiplicidad de Infección (MOI) 

Se evaluó la capacidad lítica del bacteriófago aislado a diferentes multiplicidades de 

infección (MOI) que va desde 0,001; 0,01 y 0,1. Para ello se realizaron modificaciones 

en el protocolo de Jung y cols. (2017); se enfrentó 1 ml de cultivo de Salmonella Infantis 

MDR a una concentración de 1x  UFC/ml (D. O 00 = 0.56) con 1 ml de filtrado de fago 

a concentraciones de ;  y  UFP/ml en 8 ml de TSB. Luego todos los 

enfrentamientos se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Posterior a la incubación, se 

centrifugaron a 7353 x g por 10 minutos, se filtró el sobrenadante con membranas de 

0,22 µm y se determinó el título de cada enfrentamiento con la técnica de la bicapa de 

Adams (1959). La MOI con la concentración más alta, obtenido del promedio de 3 

repeticiones, se consideró como la óptima Multiplicidad de infección. 

5.2.4.3 Curva de un paso 

Se realizó lo pautado por Huang y cols. (2018) e Islam y cols. (2020) con modificaciones. 

A partir de un cultivo de toda la noche de la bacteria huésped, se transfirió 100 µl a un 

nuevo tubo con TSB y se incubó a 37 °C hasta alcanzar la fase exponencial (�. � 00 = 

0.56). Se mezcló 1 ml de este cultivo bacteriano con 1 ml de lisado de fago puro hasta 

obtener una multiplicidad de infección (MOI) de 0,01, se homogenizó y se dejó absorber 

durante 10 min a 37 °C. A continuación, la mezcla se centrifugó a 7353 x g durante 3 

minutos, se descartó el sobrenadante cuidadosamente y el sedimento fago-bacteria se 

resuspendió en 1 ml de TSB. Se homogenizó y se transfirió 100 µl de esta suspensión 

a 100 ml de TSB precalentado y se incubó a 37 °C durante 1 hora. Se retiraron dos 

alícuotas de 100 µl en intervalos de 10 minutos para determinar el título de fagos 

mediante el método de la bicapa de agar de Adams (1959) para obtener una curva de 

crecimiento de un solo paso, incubando las placas a 37 °C durante 24 horas. El periodo 

de latencia se definió como el intervalo de tiempo entre la adsorción (sin incluir la pre 

incubación de 10 min) y el comienzo de la explosión (Bao et al., 2011). El tamaño de la 

explosión se obtuvo mediante la relación entre el número final y el número inicial de 

unidades formadoras de placas (Middelboe et al., 2010). 
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5.2.5 Caracterización fisicoquímica del bacteriófago aislado con potencial 

uso biotecnológico 

5.2.5.1 Estabilidad térmica 

Para evaluar la estabilidad a diversas temperaturas se realizó el método empleado por 

Huang y cols. (2018) y Jung y cols. (2017), con modificaciones. Se colocaron 1,2 ml del 

stock puro de bacteriófago ( ,  �  UFP/ml) en tubos de microcentrífuga por duplicado 

y se colocaron en un baño de agua a la temperatura correspondiente (40, 50, 60, 70 y 

80 °C). Luego se tomaron muestras cada 10 minutos durante 1 hora. Después del 

tratamiento térmico, se procedió inmediatamente con la determinación de los fagos 

viables usando Salmonella Infantis multidrogo-resistente como hospedero con la técnica 

de la bicapa de agar de Adams (1959). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 

horas y se determinó el título de fagos.  

5.2.5.2 Estabilidad a diferentes valores de pH  

De acuerdo con Huang y colaboradores (2018), para determinar la estabilidad a pH se 

mezclaron en proporción 1:10 el lisado puro de bacteriófago (  UFP/ml) con solución 

salina estéril (NaCl 0,9 % p/v) a diferentes valores de pH (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) 

ajustados con NaOH 1M o HCl 1,5M y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Como 

control negativo se mezcló el lisado de bacteriófago con solución salina sin variar el pH. 

Luego de la incubación, se restituyeron a pH 7 todas las muestras evaluadas y se 

determinó el título del fago usando la cepa diana como hospedero con la técnica de la 

bicapa de agar de Adams (1959). El ensayo se realizó por duplicado. 

5.2.5.3 Sensibilidad al cloroformo 

La evaluación de la sensibilidad al cloroformo se realizó de acuerdo a lo pautado por 

Chénard y cols.  (2015). En un tubo de microcentrífuga con 500 µl de cloroformo 

químicamente puro, se agregó 500 µl de suspensión puro del bacteriófago (  UFP/ml) 

y se agitó por inversión durante 1 hora a temperatura ambiente. Para remover el 

cloroformo se procedió a centrifugar a 4100 x g por 5 minutos a fin de recuperar la fase 

acuosa en un tubo estéril de microcentrífuga. Posteriormente, se mantuvo esta fase 

dentro de una cabina de bioseguridad tipo A2 durante 6 horas para eliminar residuos de 

cloroformo. Se utilizaron 2 controles mezclando 500 µl de suspensión del bacteriófago 

con 500 µl de solución salina (0,85 % p/v) y se aplicó el procedimiento descrito 

anteriormente. El ensayo se realizó por triplicado y se determinó la concentración de 

fagos mediante la técnica de la bicapa de agar de Adams (1959). 

https://www.nature.com/articles/ismej201524#auth-C-Ch_nard
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5.2.5.4 Temperatura de almacenamiento 

Para precisar una temperatura que permita reservar la suspensión del bacteriófago en 

un transcurso de tiempo determinado, se realizó la metodología de Wong (2014) con 

algunas modificaciones. Se racionó la suspensión del fago de una concentración de ,  �  UFP/ml en 3 tubos estériles de microcentrífuga y se determinó el título inicial. 

Luego, cada tubo se almacenó a 25, 4 y -20 °C, respectivamente. El almacenamiento 

duró 4 meses y una vez cumplido el tiempo, se atemperaron los tubos y se determinó el 

título final de la suspensión del fago mediante la técnica de la bicapa de agar de Adams 

(1959). Cada ensayo se realizó por duplicado. 

5.2.6 Análisis estadístico  

Se utilizó el Software Microsoft Excel para el desarrollo de las tablas y de las gráficas 

que expliquen la curva de un paso, la termoestabilidad, la resistencia a la acidez, 

resistencia al cloroformo y cálculo de la MOI.  
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VI. RESULTADOS 

 

6.1 Reactivación de cepa huésped 

 

Se reactivó una cepa clínica de Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Infantis 

Multidrogo-resistente almacenada en el Laboratorio de Virología clínica y Molecular de 

la Facultad de Ciencias Biológicas (Figura 6); 13 cepas de referencia de los géneros 

Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus, 

Pseudomonas y Escherichia; y 4 serovariedades diferentes del género Salmonella. 

 

 

Figura 6. Colonias típicas de Salmonella en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato. 

 

6.2 Curva de crecimiento de Salmonella Infantis MDR 

 

En la Figura 7 se presenta la curva de crecimiento de Salmonella Infantis MDR donde 

se correlaciona la absorbancia a 600 nm y el logaritmo neperiano (Ln) de las Unidades 

Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml) versus el tiempo en horas. Las flechas 

indican los puntos donde se encuentra en fase logarítmica, siendo entre las 3 y 7 horas 

posterior al inicio del experimento; y siendo en 8 horas el punto donde alcanza la fase 

estacionaria. Al mismo tiempo, observando la correlación de la D.O versus el tiempo 
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(horas), la fase logarítmica comienza a las 5 horas y termina a las 8 horas, a partir de la 

cual entra en fase estacionaria ya que conserva la D.O a las 9 y 10 horas. 

Utilizando los puntos donde se encuentra en la fase logarítmica, donde la concentración 

es de aproximadamente de  UFC/ml entre las 3 y 7 horas; se corrigieron los valores 

de las D.O y del Ln de las concentraciones (UFC/ml) como referencia para la realización 

de los experimentos (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Curva de crecimiento de Salmonella Infantis Multidrogo-resistente. Se 

muestran los datos para la concentración bacteriana en Ln UFC/ml (naranja) como de 

la absorbancia a 600 nm (azul). Las flechas indican el inicio y el final de la fase 

logarítmica. 
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Figura 8. Absorbancia del cultivo bacteriano a 600 nm de longitud de onda versus el 

logaritmo neperiano de la concentración bacteriana (UFC/ml) de Salmonella Infantis 

MDR. 

 

6.3 Aislamiento y purificación de bacteriófagos 

 

De un total de 100 muestras, en 87 de ellas se detectaron la presencia bacteriófagos 

debido a la formación de aclaramientos turbios o limpios y en 13 muestras no se detectó 

presencia de fagos capaces de infectar a Salmonella Infantis MDR. La Tabla 5 muestra 

la relación entre los bacteriófagos detectados por la técnica del goteo y el lugar de 

procedencia. 

Además, la prueba del goteo permitió detectar la presencia de bacteriófagos en las 

diferentes muestras luego del enriquecimiento. En la Figura 9 se muestran los resultados 

obtenidos. 

 

  

Y = 0,211X - 3,33       � =  
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Tabla 5. Relación de los bacteriófagos detectados por la técnica del goteo y el lugar de 

procedencia. 

DISTRITO 

Presencia de bacteriófagos en 
muestras 

Positivos Negativos 

Ancón 10 0 

Puente Piedra 14 0 

Comas 13 2 

Carabayllo 7 1 

Los Olivos 5 2 

San Martin de Porres 10 1 

Ventanilla 10 1 

Villa El Salvador 14 2 

San Juan de Lurigancho 4 1 

San Juan de Miraflores 0 3 

TOTAL 87 13 

 

 

 

Figura 9. Detección cualitativa de fagos en las muestras. Las flechas indican: A) 

manchas con aclaramientos turbios B) Azul: manchas con aclaramientos limpios, rojo: 

mancha sin ningún aclaramiento (muestra negativa). 

A B 
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La muestra 52 (Ventanilla), 21 (San Juan de Lurigancho) y 33 (Puente Piedra) no 

formaron aclaramientos turbios en la prueba del goteo. Además, en la Figura 10 se 

observan los resultados obtenidos de la actividad litica en caldo (visualizado por medio 

de la turbidez) de algunas muestras que contienen fagos frente a la cepa diana. 

 

 

Figura 10. Enfrentamientos fago-bacteria en proporción 1:1 a 1 hora de incubación. Se 

observa el impedimento del crecimiento de la bacteria debido a la presencia de 

bacteriófagos en comparación con el tubo control. Las muestras están sin purificar. 

 

La Figura 11 muestra el resultado de la purificación luego de 4 pases consecutivos para 

asegurar un fago único. Posteriormente, se aumentó la concentración del bacteriófago 

52 como reserva para la siguientes pruebas y se conservó a 4 °C. Las placas de lisis 

observadas tienen en promedio un diametro de 4 milimetros (mm) y con formación de 

halos turbios. La Figura 12 muestra la prueba del goteo de la suspensión purificada del 

fago 52 donde se puede observar un aclaramiento limpio del césped bacteriano. 

Control 21 27 28 33 34 35 38 52 53 55 
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Figura 11. Placas de lisis del fago 52 obtenidas por medio de la técnica de la bicapa 

de agar.  

 

 

Figura 12. Prueba del goteo del bacteriófago 52 luego de la purificación. Se observa 

un aclaramiento limpio del césped bacteriano. 
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6.4 Caracterización biológica del bacteriófago aislado con potencial uso 

biotecnológico 

 

6.4.1 Rango de hospederos 

El rango de hospederos de los 3 bacteriófagos se determinó mediante la técnica del 

goteo usando varias serovariedades de Salmonella, así como también otras cepas 

bacterianas ya mencionadas en la metodología. Los 3 bacteriófagos aislados (21, 33 y 

52) fueron capaces de lisar específicamente a su bacteria hospedera, Salmonella 

Infantis MDR, ya que formaron placas claras. Ninguno pudo infectar otras 

serovariedades de Salmonella. (Tabla 6). 

6.4.2 Multiplicidad de Infección (MOI) 

Después de incubar durante 4 horas, el título del bacteriófago 52 resultó en ,  � , ,  �  y ,  �  UFP/ml para una MOI de 0,1; 0,01 y 0,001 respectivamente 

(Figura 13). Por lo tanto, la multiplicidad óptima de infección del bacteriófago 52 fue de 

0,001. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre los 3 valores de MOI ya que 

se encuentran en la misma escala logarítmica. 

 

Figura 13. Concentración final de bacteriófagos a diferentes MOI. El valor de MOI 

óptima fue de 0,001. Los resultados mostrados son el promedio de 3 repeticiones ± la 

desviación estándar. 
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Tabla 6. Rango de hospederos de bacteriófagos aislados. 

Bacteria hospedera 
Bacteriófagos aislados 

21 33 52 

Salmonella Infantis MDR + + + 

Salmonella Corvallis - - - 

Salmonella Typhimurium - - - 

Salmonella Typhimurium - - - 

Salmonella Typhimurium - - - 

Salmonella Tennessee - - - 

Salmonella Heidelberg - - - 

Salmonella Heidelberg - - - 

Salmonella Heidelberg - - - 

Salmonella Heidelberg - - - 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 - - - 

Klebsiella oxytoca ATCC 13182 - - - 

Enterococcus faecium ATCC 35667 - - - 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - 

Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 

- - - 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - - 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 
10145 

- - - 

Escherichia coli ATCC 13706 - - - 

Escherichia coli ATCC 25922 - - - 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 - - - 

Enterobacter cloacae ATCC 13047 - - - 

Serratia marcescens ATCC 43862 - - - 

Streptococcus bovis ATCC 33317 - - - 

(+): Mancha clara en el área inoculada; (-): sin formación de placa 

ATCC = American Type Culture Collection; MDR = Multidrogo-resistente 
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6.4.3 Curva de un paso 

La curva de crecimiento de un paso del bacteriófago 52 con Salmonella Infantis MDR 

como hospedero y con una MOI de 0,01; mostró un periodo de latencia de 10 minutos, 

a partir del cual empieza la fase de elevación y termina a los 30 minutos. El tamaño de 

explosión se determinó mediante la relación del título de fagos al final y al inicio, siendo 

de aproximadamente 32,93 UFP/célula (Figura 14). 

 

Figura 14. Curva de un paso del bacteriófago 52. Se muestra el promedio de dos 

repeticiones realizadas ± la desviación estándar. 

 

6.5 Caracterización fisicoquímica del bacteriófago aislado con potencial uso 

biotecnológico 

6.5.1 Estabilidad térmica 

Para la prueba de estabilidad térmica, el título inicial de fagos se ajustó a ,  �  

UFP/ml. El título del bacteriófago se mantuvo estable a 40 °C, 50 °C y 60 °C a través 

del tiempo durante 60 minutos. Cuando se expuso a 70 °C, hubo una reducción de 1.93 

logaritmos a los 10 min, mientras que a los 30 y 60 min se redujo 5.12 y 6.77 escalas 

logarítmicas, respectivamente. A la temperatura de 80 °C, el título del fago se redujo a 

cero a los 10 min de incubación (Figura 15).  
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Figura 15. Estabilidad del bacteriófago 52 a través del tiempo según la temperatura a 

la que se expuso. Valor medio de 2 repeticiones ± la desviación estándar. 

La Figura 16 muestra que el bacteriófago es estable a la temperatura de 40 °C y 50 °C.  

A 60 °C tuvo solo una pequeña reducción, siendo ,  �  UFP/ml el título final. Se 

observó una disminución de 6.77 escalas logarítmica cuando se incubó a 70 °C durante 

60 minutos con un título final de ,  �  UFP/ml. Mientras que a 80 °C hubo una 

inactivación total de las partículas virales cuando se incubó por el mismo tiempo. 

 

Figura 16. Estabilidad del bacteriófago a diferentes temperaturas de exposición. Se 

observa una reducción del título a 70 °C y una inactivación total del fago a 80 °C.  
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6.5.2 Estabilidad a diferentes valores de pH  

Se expuso el bacteriófago 52 a diferentes valores de pH y así poder conocer qué valores 

pueden afectar su infectividad. Luego de 1 hora de incubación, se observa que no se 

afecta la concentración del fago a los pH de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10.  

A un pH mucho más ácido como 2 y a un pH mucho más alcalino como 11, se observa 

una reducción de 6 y 3 escalas logarítmicas, respectivamente. Siendo la concentración 

final de ,  �  UFP/ml y de ,  �  UFP/ml para la exposición a pH 2 y 11, 

respectivamente (Figura 17). 

Figura 17. Estabilidad a diferentes valores de pH del fago 52. En verde son los 

resultados de la muestra control (pH 7). Los datos mostrados son el promedio de dos 

repeticiones ± la desviación estándar. 

 

6.5.3 Sensibilidad al cloroformo 

La suspensión del bacteriófago 52 no fue afectado por el cloroformo químicamente puro 

tras exponerlas durante 1 hora. En la figura 18 se observa que el título de fagos luego 

de exponerlos al cloroformo (azules) se mantiene a comparación de los controles 

(verde). Para hallar el valor real de la muestra control, se multiplicó por 2 al título final 

debido a que estaba expuesto con solución salina (solución hidrofílica) razón por la cual 

la muestra se diluyó a la mitad. Para las muestras con cloroformo, estas no estaban 

diluidas pues es un químico hidrofóbico y por lo tanto el título final de fagos era el real. 
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Figura 18. Sensibilidad al cloroformo del fago 52. Las barras azules muestran que se 

mantiene la concentración de fagos luego de exponerlas al cloroformo, al igual que las 

muestras controles en verde. Los números indican la repetición del ensayo de 

sensibilidad. 

 

6.5.4 Temperatura de almacenamiento 

 

Transcurrido los 4 meses almacenados a las temperaturas de 25, 4 y – 20 °C se halló 

que hubo una reducción de hasta 77,37% para el fago 52. La Figura 19 muestra que 

siendo el título inicial de ,  �  UFP/ml, a la temperatura de 4 y – 20 °C no hubo 

mucha diferencia en la reducción, siendo el titulo final de ,  �  UFP/ml y ,  �  

UFP/ml, respectivamente. Y, por lo tanto, ambas temperaturas de almacenamiento son 

donde las suspensiones de fagos permanecen más estables en el tiempo. Mientras que 

a 25 °C el título cayó hasta ,  �  UFP/ml. El porcentaje de reducción de las 3 

temperaturas de almacenamiento fue de 77,37%, 28,95% y 26,32% para 25, 4 y – 20 

°C, respectivamente. 
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Figura 19. Concentración del fago en diferentes temperaturas de almacenamiento. En 

la temperatura de 25 °C se percibe la mayor disminución en la concentración del título 

del fago. 

 

Como parte de los resultados preliminares de la secuenciación del fago 52 perteneciente 

al proyecto “Búsqueda y caracterización biológica de virus para la utilización en terapia 

fágica contra Salmonella spp. multidrogo-resistentes y causantes de infecciones 

intrahospitalarias como una alternativa al tratamiento antibiótico”, hallaron que el fago 

52 es de ADN con un tamaño de genoma de 38.942 pb, con un contenido promedio de 

G+C del 48,67 % y que, además, presenta similitud de secuencia de genoma completo 

con otros fagos de Salmonella: Salmonella phage BP12A, Salmonella phage vB_SalM-

LPST153 y Salmonella phage LPST144; con números de acceso KM366096.1, 

MK907285.1 y MN252582.1, respectivamente. Todos pertenecientes al orden 

Caudovirales y a la familia Autographiviridae. 

La Tabla 7 muestran los resultados obtenidos utilizando el paquete NCBI Nucleotide 

BLAST para hallar similitudes de secuencias de genoma completo con otros 

bacteriófagos, incluyéndose, además, la longitud del genoma completo y el % de G+C. 
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Tabla 7. Análisis BLAST del genoma completo del fago 52 utilizando la base de datos 
NCBI NT, longitud del genoma y % de G+C. 

 

Nombre 

científico 

Salmonella phage 

BP12A 

Salmonella phage 

vB_SalM-LPST153 

Salmonella phage 

LPST144 

Max Score 12857 12767 12761 

Total Score 41446 40157 39993 

Query Cover 83% 82% 82% 

E-value 0,0 0,0 0,0 

% Identidad 88,18 87,95 87,94 

N° de Acceso KM366096.1 MK907285.1 MN252582.1 

Longitud del 

genoma (pb) 
39.696 39.176 39.050 

% G+C - 49,1 49,08 

- : No hay registro a la fecha 
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VII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Se estima que Salmonella no tifoidea es uno de los patógenos transmitidos por 

alimentos que ocasiona 93.757.000 casos de gastroenteritis y 155.000 muertes 

anualmente (Majowicz et al., 2010). Dentro del grupo de Salmonella no tifoideas se 

encuentra la serovariedad Infantis y se ha podido aislar tanto en animales como en 

humanos. 

Salmonella Infantis ha sido reportada como el cuarto serovar más prevalente en 

infecciones humanas por Salmonella no tifoideas en Europa (EFSA y ECDC, 2018) 

mientras que en el Perú se ubica como la serovariedad más frecuente (Quino et al., 

2020). Sumando a ello, la multidrogo-resistencia de Salmonella Infantis ya ha sido 

reportado en diversas partes del mundo (Busani et al., 2004; Liebana et al., 2004; 

Nógrády et al., 2007; Gal-Mor et al., 2010; Noda et al., 2010; Dionisi et al., 2011; Franco 

et al., 2015; Ghoddusi et al., 2015; Hindermann et al., 2017; Mateja et al., 2019) 

incluyendo en el Perú (Martínez-Puchol et al., 2020; Quino et al., 2020; Quino et al., 

2019 y Zamudio et al., 2011). 

La presencia de Salmonella Infantis en parvadas y carne de pollos de engorde se reporta 

frecuentemente en Europa, representando el 46.5% y 50.6%, respectivamente (EFSA y 

ECDC, 2018). Mientras que en los Estados Unidos se monitoreó un brote multiestatal 

de infecciones por Salmonella Infantis vinculado a productos de pollo crudo (Center for 

Disease Control and Prevention [CDC], 2019) lo cual, deja en evidencia que la cepa se 

ha extendido en la industria avícola y ha causado infecciones en los humanos, 

representando una grave amenaza a la salud. 

Se sabe que la presencia de bacteriófagos se relaciona estrechamente con su huésped 

natural (Akhtar et al., 2014) y debido a la problemática ya mencionada, en este estudio 

se aislaron 3 bacteriófagos de Salmonella Infantis MDR a partir de muestras de intestino 

de pollos, ya que la bacteria huésped es un habitante natural del tracto gastrointestinal 

de los animales.   

Se analizaron 100 muestras de intestino de pollo procedentes de diferentes mercados 

de Lima y se encontró que en 87 muestras se detectaron bacteriófagos específicos de 

Salmonella Infantis MDR mediante la prueba del goteo debido a la formación de 

manchas turbias o claras sobre el césped bacteriano. Luego, se seleccionaron las 

muestras que formaban manchas más claras, se observó en caldo qué tanto impedía el 

crecimiento bacteriano por turbidez y se seleccionaron 3 muestras para purificar los 
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bacteriófagos líticos. Luego de la purificación de las 3 muestras, se aislaron 3 fagos 

líticos cuyas placas de lisis eran claras y diferentes en diámetro, pero todas con un rango 

estrecho de hospedero, ya que sólo infectaron la cepa de Salmonella Infantis MDR. 

Estos resultados concuerdan con varios estudios donde demuestran que los 

bacteriófagos de Salmonella se pueden aislar de diferentes fuentes y su capacidad de 

infectar otras serovariedades, así como a otros géneros bacterianos, pueden variar. 

Ibrahim (1969), reportó que las muestras fecales son la fuente menos diversa, pues solo 

portaban fagos de Salmonella Typhimurium y además no mostraron una amplia gama 

de huéspedes. Además, en el estudio de Callaway y cols. (2010) encontraron que fagos 

activos contra Salmonella Typhimurium, aislados de heces de granjas porcinas 

comerciales, tenían un espectro de actividad muy estrecho sin poder infectar a otros 

serotipos. En el estudio realizado por Jung y cols. (2017) encontraron especificidad en 

6 bacteriófagos, pero solo una mostró mayor actividad lítica contra 3 cepas de 

Salmonella Typhimurium incluyendo una cepa resistente inducida por ciprofloxacino y 

no especificidad frente a un aislado clínico resistente a antibióticos. Por el contrario, en 

muestras fecales de diversas fuentes, O’Flynn y cols. (2006) reportaron que un fago 

tenía el más amplio rango de hospederos en 6 serovariedades de Salmonella a 

diferencia de los otros dos fagos aislados que infectaron al menos 3 serovariedades. 

Por otro lado, Akhtar y cols. (2014) halló que los fagos más diversos y de amplia gama 

de hospedadores se encontraron en las aguas residuales.  

Los receptores en la superficie celular involucrados en la especificidad de unión de los 

bacteriófagos en la célula huésped, son los pilis bacterianos, flagelos, capa mucosa, 

polisacáridos capsulares, lipopolisacáridos y proteínas de la membrana externa 

(Rakhuba et al., 2010). Aún no se comprende completamente los detalles moleculares 

de las interacciones entre los bacteriófagos y los receptores del hospedador que son los 

responsables de la especificidad (Shin et al., 2012). Sin embargo, se sabe que una cepa 

de bacteriófago específico tiene la capacidad de infectar un numero reducido de 

huéspedes bacterianos, una especie o una cepa en concreto (Rakhuba et al., 2010).   

Se puede inferir que la especificidad de los fagos 21, 33 y 52 tiene como ventaja la 

incapacidad de afectar a la microbiota natural del huésped, y a la vez puede representar 

un problema para controlar patógenos eficazmente. Sin embargo, una posible solución 

que ayude a superar este problema sería aplicarlos mediante cocteles de fagos y 

aumentar de esta manera el rango de actividad lítica. 

Una característica distintiva del fago 52, es la presencia de halos turbios en los bordes 

de las placas de lisis; resultado que concuerda con el bacteriófago de Salmonella spp. 
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aislado por Islam y cols. (2020), los fagos de Staphylococcus aureus resistente a 

meticilina aislado por Dakheel y cols. (2019) y el fago de Klebsiella pneumoniae 

resistente a múltiples fármacos aislado por Wu y cols. (2019). Dichos halos indican la 

difusión de las moléculas enzimáticas del fago y que podrían ser eficaces para dispersar 

las biopelículas bacterianas (Dakheel et al., 2019). Los fagos tienen la capacidad de 

degradar la matriz de los polisacáridos extracelulares (EPS) de las biopelículas debido 

a la producción de polisacáridos despolimerasas (Donlan R. 2009) siendo una 

característica de mucho interés en el área de la biotecnología. Debido a ello se 

seleccionó sólo al fago 52 para la caracterización biológica biológica y fisicoquímica.  

Un dato importante a conocer antes de hablar de la concentración de bacterias a infectar 

y la multiplicidad de infección (MOI) es conocer la cinética de crecimiento de la bacteria 

huésped ya que permite determinar la fase de crecimiento exponencial o etapa donde 

se realizan las infecciones (Muñoz et al., 1979). Asimismo, conocer la relación entre la 

densidad celular y la densidad óptica del huésped bacteriano, además de conocer el 

título de la suspensión de fagos, permitirá limitar la interacción entre fago-bacteria a un 

solo ciclo de infección en la curva de un paso (Middelboe et al., 2010). Con el recuento 

de Unidades Formadoras de Colonia por ml (UFC/ml), se observó que la fase 

exponencial está entre las 3 y 7 horas; mientras que con la densidad óptica se detectó 

entre las 5 y 8 horas. Por ello, se halló la correlación entre las UFC/ml y la D.O, 

obteniendo que a una densidad óptica de 0,56 en caldo Tripticasa soya a una longitud 

de onda de 600 nm es equivalente a una concentración de , �  UFC/ml. Resultados 

que se asemejan a lo reportado por Huang y cols. (2018) para una cepa de Salmonella 

Enteritidis y Bao y cols. (2011) para una cepa de Salmonella Pullorum con una �. � 00 = , .  

Estos datos permitieron conocer el momento en que las bacterias deben ser infectadas 

y con qué concentración de bacteriófagos. De hecho, la multiplicidad de infección se 

entiende como la relación entre el número de fagos (UFP/mL) y el número de bacterias 

huéspedes (UFC/mL). Al enfrentar fago-bacterias a diferentes MOI dio como resultado, 

variaciones en la concentración final de fagos luego de la incubación. Estas resultaron 

en ,  � ; ,  �  y ,  �  UFP/ml para una MOI de 0,1; 0,01 y 0,001, 

respectivamente. En efecto, las diferentes MOI varían la capacidad que poseen los 

bacteriófagos de lisar bacterias (Jeon y Ahn, 2021). Las tres MOI realizadas aumentaron 

la concentración inicial de fagos en 2, 3 y 4 órdenes de magnitud, respectivamente; 

razón por la cual la MOI óptima para el fago 52 es de 0,001. Esto significa que el fago 

52 necesita de menos fagos por bacteria para poder multiplicarse en mayor proporción. 

En el área de producción y comercialización a gran escala de productos de fagos es 
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muy ventajoso una proporción baja de MOI ya que se reduciría los costos relacionados 

a la preparación, purificación y aplicación del producto de fagos (Wong et al., 2014). 

Por lo general, para realizar la curva de crecimiento de un paso, se utiliza la MOI óptima 

hallada. Esta prueba permite caracterizar el ciclo de vida de los fagos debido a que su 

diseño permite que se dé un único ciclo de infección, es decir, que no se producirán 

reinfecciones por los fagos originados durante el experimento (Middelboe et al., 2010).  

Por ello, se debe utilizar multiplicidades menores que 1 ya que evitan, por ejemplo, la 

adsorción múltiple, la lisis desde afuera y otros medios de interferencia relacionados con 

la posterior adsorción de fagos (Hyman y Abedon; 2008). De acuerdo con Middelboe y 

cols. (2010), se sugiere realizar la infección a valores de MOI baja entre 0,1 y 0,01, pues 

a mayor MOI, las células hospederas podrían ser infectadas por más de un fago con 

más probabilidad.  

Se escogió una MOI de 0,01 para determinar el período de latencia y el tamaño de 

explosión del fago 52 mediante la curva de crecimiento de un paso. El periodo de 

latencia hallado es de 10 minutos y el tamaño de explosión es de 32,93 partículas por 

célula infectada. El corto período de latencia muestra que el virus se replica rápidamente 

dentro del huésped y que luego de 10 minutos una nueva generación se propagará. 

Estos resultados se asemejan a algunos fagos de bacterias multidrogo-resistentes. Por 

ejemplo, el fago SaFB14 tiene un tiempo de latencia de 10 minutos y un tamaño de 

explosión de 23 partículas por célula infectada de Salmonella Multidrogo-resistente 

(Tang et al., 2018). Por otra parte, los fagos UPMK_1 y UPMK_2 de Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina tienen un periodo de latencia ligeramente más extenso, 

siendo de 20 y 15 minutos; y con un tamaño de explosión de 32 y 67 partículas por 

célula infectada, respectivamente (Dakheel et al., 2019).  Sin embargo, en estudios 

anteriores para fagos de Salmonella, se han reportado diferentes periodos de latencia y 

tamaño de explosión. Los fagos LPST153 (Islam et al., 2020) y S6 (Flores G., 2017) 

tienen el mismo tiempo de latencia de 10 min que el fago 52, pero difieren en el tamaño 

de explosión con 113 y 131 partículas, respectivamente. Los fagos PSPu-95 y PSPu-4-

116 tienen 20 min de fase de latencia y un tamaño de explosión promedio de 77,5 y 86 

UFP/célula, respectivamente (Bao et al., 2011). De igual manera, el fago LPSE1 con 20 

min de fase de latencia y 94 UFP/célula (Huang et al., 2018). Por otra parte, Φ st1 con 

tiempo de latencia de 40 minutos liberó 22 partículas por centro infeccioso (Wong et al., 

2014). Los fagos CSP01, PHB06 y PHB07 presentaron tiempo de latencia de 30, 50 y 

20 minutos; y un tamaño de explosión de 131, 147 y 489 partículas fágicas por célula 

infectada, respectivamente (Chen et al., 2018). 
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Estas diferencias entre el período de latencia y el tamaño de explosión, se debe a los 

diferentes fagos y hospederos utilizados, así como también a las condiciones de 

crecimiento del mismo (Middelboe et al., 2010). Así pues, se espera que el tamaño de 

explosión aumente cuando la célula huésped esté en fase exponencial y se encuentre 

con abundantes nutrientes en el medio, mientras que en condiciones pobres de 

nutrientes se espera lo contrario (Middelboe et al., 2010). 

La prueba de la estabilidad a la temperatura es un parámetro muy importante ya que 

permite anticipar la eficacia en su aplicación. Se sometió el bacteriófago a temperaturas 

de 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C y 80 °C durante 1 hora. Se obtuvo que el bacteriófago 52 

tiene una moderada resistencia al calor ya que se mantiene estable a 40 °C, 50 °C y 60 

°C. La estabilidad del fago disminuyó significativamente a 70 °C, resultado que se 

asemejan a los de Jung y cols. (2017), Huang y cols. (2018) e Islam y cols. (2020). En 

contraste, Bao y cols. (2011) expusieron 2 fagos a 70 °C durante 60 min y solo hubo 

una reducción de 0.15 logaritmos. Para la temperatura de 80 °C luego de 30 minutos de 

incubación, los resultados también coinciden con los estudios anteriores de fagos de 

Salmonella al no haber detección de partículas virales (Islam et al., 2020; Jung et al., 

2017 y Bao et al., 2011).  

El fago 52 también mostró estabilidad robusta a valores de pH desde 3 a 10 con títulos 

bastante similares a los tubos control. Siendo susceptible a pH 2 y a pH 11, con una 

reducción de 6 y 3 escalas logarítmicas, respectivamente. Por lo general, los 

bacteriófagos mantienen su capacidad infectiva a valores de pH de 4 a 12. Tal es el 

caso de los bacteriófagos aislados por Huang y cols. (2018) donde el fago tenia 

resistencia a pH de 4 a 12 durante 2 horas; Bao y cols. (2011) con 2 fagos relativamente 

estables a pH de 6 a 9 durante 2 horas; Jung y cols. (2017) con 4 fagos estables a pH 

de 4 a 11 expuestos por 30 minutos; Islam y cols. (2020) estables de pH de 4 a 12 

durante 1 hora y con caídas no significativas a condiciones extremadamente ácidas o 

alcalinas. No obstante, la resistencia a pH 3 del bacteriófago 52, se asemeja al fago 

PHB07 aislado por Chen y cols. (2018), donde mostró una alta tolerancia al pH ácido ya 

que disminuyó en 2.5 logaritmos después de 1 hora de tratamiento. El fago 52 no 

presentó resistencia a pH 2 lo cual concuerda con los estudios mencionados 

anteriormente, pero sí mostró más resistencia al pH en comparación de otros fagos de 

Salmonella. En tal sentido, el fago 52 no podría ser activo contra Salmonella Infantis a 

un pH 2 de condiciones ácidas extremas. Los bacteriófagos están presentes en 

ambientes relacionados con sus huéspedes, por lo tanto, serán estables a las 

temperaturas próximas en la que subsiste su huésped, así como a la acidez del entorno. 

Según Guttman y cols. (2005), la estabilidad de los fagos puede estar en rangos de pH 
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de 5 a 8 o incluso son estables hasta un pH de 3 o 4 y debido a ello, cada fago debe 

caracterizarse específicamente. 

Es necesario resaltar que todas las posibles aplicaciones que pueda tener el 

bacteriófago van depender de su resistencia al pH. Es por ello que en el campo de la 

fagoterapia se han realizado estudios que permitan darle una tolerancia mejorada a las 

condiciones ácidas extremas y que posteriormente puedan ser aplicados oralmente. En 

ese mismo contexto, Dini y cols. (2011) desarrollaron matrices de biopolímeros para 

aumentar la resistencia de los bacteriófagos a la acidez y proteasas del tracto digestivo 

animal y, Nobrega y cols. (2016) manipularon fagos por ingeniería genética para 

conferirle resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal por medio de la 

exhibición de fosfolípidos en la superficie de los fagos.  

Por consiguiente, el fago 52 tiene altas probabilidades de mantener su actividad infectiva 

en las condiciones probadas. Tiene una robustez amplia tanto para temperatura y pH, 

pudiendo ser de gran interés para diferentes aplicaciones prácticas, así como posibles 

usos terapéuticos. 

El cloroformo es una sustancia química sumamente empleada para lisar la bacteria 

huésped y liberar la reserva de fagos, así como para evitar la contaminación microbiana 

durante la preservación de fagos. Es también utilizado para determinar el período de 

eclipse o el período de adsorción (Hyman y Abedon, 2008). Además, la exposición al 

cloroformo puede proporcionar información de si el fago contiene una capa lipídica 

(Pelzek et al., 2013). Razón por la cual, su uso debe limitarse en fagos que tienen lípidos 

en su estructura. El fago 52 presenta resistencia al cloroformo ya que luego de ser 

expuesto durante 1 hora a este químico, no hubo reducción en la concentración. A la 

fecha no se ha encontrado resultados de esta prueba para otros fagos de Salmonella, 

pero, el resultado del presente estudio coincide con el fago ФGF1 de Escherichia coli 

aislado por Punil R. (2017). Esto podría indicar la inexistencia de lípidos en la estructura 

del fago 52. En contraste a lo obtenido, el fago ASCF1 de Listeria monocytogenes 

(Alegre, 2019) y el fago S6 de Salmonella enterica (Flores G., 2017) resultaron afectados 

por el cloroformo luego de ser expuestas durante 1 hora. 

Un factor importante que establece la actividad de los bacteriófagos es la temperatura 

de almacenamiento (Jończyk et al., 2011). Y como un requisito importante para la 

aplicación exitosa de fagos es su estabilidad, el cual depende del fago en particular 

(Jończyk et al., 2019). Mientras que en algunos fagos su título no disminuye 

significativamente durante unos días y en otros se conservan durante años; son 

considerados estables (Weber-Dąbrowska et al., 2016). Para lograrlo, los métodos de 
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conservación utilizados en diferentes laboratorios para almacenar lisado de fagos 

crudos o purificados incluyen temperaturas de 4 °C, la congelación y el almacenamiento 

a -80 °C o en nitrógeno líquido, y el almacenamiento de fagos secos o liofilizados (Golec 

et al., 2011). Frecuentemente, se considera el enfriamiento como la mejor forma de 

almacenarlos, siendo posible incorporar sustancias que ayuden a mejorar la estabilidad 

de los fagos en suspensión acuosa, conservar mediante liofilización, secado por 

aspersión o encapsulación (Weber-Dąbrowska et al., 2016). 

En los resultados obtenidos luego de almacenar durante 4 meses el fago en 3 

temperaturas diferentes (25, 4 y -20 °C), se observaron reducciones en la concentración 

de fagos. Sin embargo, en ninguna temperatura se redujo en 1 orden de magnitud. El 

almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C) produjo la mayor reducción de 

concentración viral con 77,37% de disminución o de 0,6 logaritmos. Resultado que 

concuerda con González-Menéndez y cols. (2018), donde muestras de fagos de 

Staphylococcus sp. almacenadas a 20 °C / 25 °C perdieron viabilidad después de 6 

meses con una reducción de hasta 4,4 unidades logarítmicas. De la misma manera, el 

fago CA933P de E. coli sufrió una reducción de 0,38 logaritmos en los primeros 100 días 

de almacenamiento a temperatura ambiente (Dini, 2011). Además, con el análisis de la 

estabilidad a largo plazo de dicho fago, demuestran que es muy riesgoso mantener los 

lisados de fagos sin controlar la temperatura ya que pueden llevar a la pérdida total del 

lisado, tal como lo comprueban con el stock mantenido a temperatura ambiente por 2 

años (Dini, 2011). A una temperatura fría de 4 °C y de congelamiento a -20 °C, la 

disminución del fago 52 fue de 28,95 y de 26,32 %, respectivamente o de 0,1 logaritmos 

para ambos casos. Estos resultados coinciden con el fago KFS-ST de Salmonella 

Typhimurium que tuvo una disminución de 0,25 y 0,28 logaritmos luego de almacenarlas 

durante 12 semanas (Choi et al., 2020). 

El fago ФGF1 también fue evaluado a 25, 4 y -20 °C por un período de 4 meses y tuvo 

una reducción menor a 1 orden de magnitud al igual que en el presente estudio, pero, 

con porcentajes de reducción más altas, siendo de 84, 57 y 49 %, respectivamente para 

cada temperatura (Punil, 2017). 

La tendencia del aumento de la estabilidad de los fagos va asociado a bajas 

temperaturas de almacenamiento, tal como se observan en los diferentes resultados 

mostrados. Esto demuestra que almacenar a temperatura ambiente no sería una buena 

opción y menos aún si es por tiempo prolongado. 

Finalmente, el fago que pueda propagarse fácilmente tanto en condiciones industriales 

como de laboratorio y se caracterice por tener estabilidad en las condiciones de 
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almacenamiento, será un buen candidato para la fagoterapia (Weber-Dąbrowska et al., 

2016). 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

 

 Se aislaron 3 bacteriófagos que infectan Salmonella enterica subsp. enterica 

serotipo Infantis con características multidrogo-resistentes (MDR), aislados de 

muestras de intestinos de pollos procedentes de diferentes mercados de Lima. 

 

 El fago 52 tiene un rango estrecho y específico de hospedero, una MOI óptima 

de 0,001, un período de latencia de 10 minutos y un tamaño de explosión 

promedio de 32,93 partículas virales por célula infectada; siendo ventajoso el 

corto período para producir una nueva progenie viral. 

 

 El bacteriófago 52 presenta estabilidad robusta a temperaturas desde 40 a 60 

°C y a valores de pH desde 3 a 10; características que lo convierten en buen 

candidato para la fagoterapia. 

 

 La resistencia al cloroformo del fago 52, indica la ausencia de lípidos en la 

estructura viral. 

 

 Las temperaturas de almacenamiento de 4 y -20 °C permiten preservar una 

mayor concentración de fagos por al menos 4 meses. 

 

 Se confirmó por análisis genómico que el fago 52 pertenece al orden 

Caudovirales y a la familia Autographiviridae. 
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IX. RECOMENDACIONES 

 

 

 Se sugiere la evaluación de susceptibilidad al bacteriófago aislado entre la cepa 

bacteriana multidrogo-resistente y una cepa sensible a antibióticos. 

 

 La visualización por medio de Microscopía Electrónica de Transmisión permitirá 

demostrar la morfología del fago. 

 

 La evaluación de la curva de un paso con valores de MOI más bajo permitirá la 

verificación del aumento de la producción de fagos por célula infectada. 

 

 Se recomienda la secuenciación genómica del fago aislado para verificar 

presencia o ausencia de genes de lisogenia y de genes que codifican toxinas. 

 

 Para tener mayor información de la estabilidad a diferentes temperaturas se 

sugiere evaluar el almacenamiento a largo plazo. 

 
 Las características biológicas y fisicoquímicas del bacteriófago 52 indican su 

posible aplicación como alternativa terapeútica en el control de Salmonella 

Infantis MDR. 
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