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RESUMEN

Los altos niveles de resistencia a los antimicrobianos alrededor del mundo son
alarmantes, ello ocasiona altas tasas de mortalidad asi como cuantiosas pérdidas
econdmicas. Actualmente existen bacterias frente a las cuales no se disponen de
antibiéticos capaces de hacerles frente; por ello la necesidad de explorar terapias
alternativas como reemplazo o complemento a la terapia antibidtica convencional. Una de
las alternativas mas prometedoras es la fagoterapia, la cual emplea bacteriéfagos (virus
especificos de bacterias), para el tratamiento y control de infecciones bacterianas. El
objetivo del presente estudio fue caracterizar fagos especificos para Pseudomonas
aeruginosa resistentes a antibiéticos y productoras de biopelicula. Se aisl6 P. aeruginosa
a partir de muestras de pacientes hospitalizados de dos centros de salud. Se determiné:
su nivel de resistencia antibidtica, produccién de biopelicula y presencia de profagos.
Posteriormente se aislaron fagos nativos a partir de efluentes hospitalarios y se determin6
su rango de hospedero (capacidad de infectar a cepas MDR y productoras de biopelicula).
Debido a sus caracteristicas morfolégicas en la formacion de placa y su amplio rango de
hospedero, se seleccion6 HO IDJR N3A$@aka una caracterizacion microbiologica.
Este presentd un periodo de latencia de 40 minutos y un tamarfio de explosion aproximado
de 100 fagos, con morfotipo C1 perteneciente a la Familia Podoviridae del Orden
Caudovirales. Las caracteristicas del bacteriéfago lo presentan como un candidato con
gran potencial para fagoterapia en infecciones recalcitrantes ocasionadas por P.

aeruginosa MDR y productora de biopelicula.

Palabras clave: Bacteriéfagos, Pseudomonas aeruginosa, multidrogo-resistentes, MDR,

productora de biopelicula, caracterizacion, fagoterapia.



ABSTRACT

High levels of antimicrobial resistance around the world are alarming, this causes high
mortality rates as well as large economic losses, currently there are bacteria against which
there are no antibiotics capable of dealing with; therefore, there is a need to explore
alternative therapies as a replacement or complement to conventional antibiotic therapy.
One of the most promising alternatives is phage therapy, which uses bacteriophages
(bacteria-specific viruses) for the treatment and control of bacterial infections. The aim of
the present study was to characterize specific phages for drug resistant and biofilm-
producing P. aeruginosa. P. aeruginosa were isolated from hospitalized samples from two
institutions and were determined: antibiotic resistance profile (MDR, XDR and PDR),
biofilm production and presence of prophages. Subsequently, native phages were isolated
from hospital effluents and the host range was determined. Due to its morphological
characteristics of plaque forming and its wide host range (capability to infect MDR and
biofilm-producing strains), the NMJMARC-GA phage was selected for a complete
microbiological characterization. This phage showed a latency period of 40 minutes and a
burst size of approximately 100 phages, the phage belongs to the morphotype C1 from
Family Podoviridae, Order Caudovirales. This bacteriophage may be considered as a
candidate with great potential for phage therapy in recalcitrant infections caused by MDR

and biofilm producer P. aeruginosa.

Keywords: Bacteriophages, Pseudomonas aeruginosa, multidrug-resistant, MDR, biofilm

producer, characterization, phage therapy.



INTRODUCCION

Vivimos en una era marcada por la resistencia a antibiéticos como lo menciona
Borysowsky en el 2014. El uso inadecuado de los antimicrobianos ha generado una
presion selectiva artificial que impulsa el surgimiento de bacterias multirresistentes
FRQRFLGDV HQ OD DB WXHDOWH Pyad frisBrn3resistencia a una gran
cantidad de antibidticos Ilimitando drasticamente las opciones terapéuticas para
combatirlas, esto advierte el riesgo de entrar a una posibleera "SRVW DQWU&ELYWLFD’
cual, cualquier tipo de infeccion bacteriana signifiqgue un alto riesgo de muerte, debido a
gue los antibidticos desde su descubrimiento han brindado un gran beneficio a la
humanidad prolongando su esperanza de vida; La actual crisis de resistencia a
antibiéticos significa un problema de escala global que deja como saldo altas tasas de
morbilidad y mortalidad asi como el aumento en gastos asociados a la atencion de salud,
lo cual ha llevado a que la OMS la califigue como la mayor amenaza a la salud publica

global y la segunda causa de muerte a nivel mundial (WHO 2018).

El problema de resistencia a los antimicrobianos no se limita a un espacio geografico,
cabe resaltar que hay sectores en los cuales tiene un impacto mayor debido a su alta
prevalencia. América latina si bien est4 conformada por paises en desarrollo, gran parte
de su poblacion permanece en la pobreza y presenta problemas como: vivienda y
saneamiento inadecuado y un sistema de salud ineficiente que lleva a la dispersion de
microorganismos resistentes y variantes genéticas de resistencia, lo que junto a un
inadecuado empleo de antibidticos se ve traducido en altas tasas de resistencia
(Ramon-Pardo et al.,, 2018). Frente a este problema varios paises de América latina
realizan esfuerzos para controlarlo mediante la incorporacién de programas de control,
vigilancia y gestion de antimicrobianos, lamentablemente estos no son suficientes. En

este panorama el Perd no cuenta con un sistema de vigilancia efectivo, lo cual se ve

1



reflejado en el dltimo reporte de resistencia a antimicrobianos del Instituto Nacional de
Salud (INS) publicado el afio 2012, el mencionado reporte presenta tasas de resistencia
realmente alarmantes, en los principales patdgenos bacterianos de importancia clinica,
entre los cuales Pseudomonas aeruginosa; patdgeno hospitalario oportunista, de elevada
prevalencia en unidad de cuidados intensivos (UCI), resalta por poseer altos niveles de

resistencia a todos los antibidticos evaluados en el estudio (INS, 2012).

Como se menciond previamente existen diversas formas de hacer frente al problema
de la resistencia a antibiéticos. En el plan de accién de la OMS destaca el establecimiento
de programas de vigilancia y control de la resistencia, la incorporacion de comités de
control de enfermedades infecciosas, educacion en el uso adecuado de los
antimicrobianos, etc. Debido a que la resistencia a antibiticos es un fenémeno natural
reforzado por su uso inadecuado, estos esfuerzos serian vanos de no ir acompafados de
la investigacion en nuevos antibidticos (Hopkins, 2016) sin embrago las compafias
farmacéuticas han disminuido el financiamiento para las investigaciones en desarrollo de
nuevos antibiéticos, ello debido a su elevado costo de produccion y bajo rendimiento de
inversion, lo que reduce su rentabilidad en comparacién con otros medicamentos. En la
actualidad existen alternativas para reemplazar o complementar al tratamiento antibiético
convencional, uno de ellos y quizas la alternativa mas prometedora es el empleo de

bacteriéfagos y sus derivados como agentes antibacterianos (fagoterapia).

Los bacteriéfagos son los organismos méas abundantes de la tierra, son virus que
infectan bacterias y por ello en su ambiente natural cumplen la funcion de controlar sus
poblaciones. Desde su descubrimiento en 1915 y 1917 por Frederick W. Twort y Felix
GI+pUHOOH LQGH SR GiddH enpléadod Qi kel tratamiento de infecciones
bacterianas ya que poseen caracteristicas que los llevan a ser denominados como

antibacterianos Unicos como: auto replicacion, especificidad, etc. (Gorski et al., 2009).

2



Debido a diferentes factores: como la poca rigurosidad de los ensayos clinicos y
deficiencias metodoldgicas entorno de estos, el interés en la investigacion en fagoterapia
se vio afectada, por otro lado el descubrimiento de los antimicrobianos de amplio espectro
lo cual puso fin a las investigaciones en la mayoria de paises de Europa, manteniéndose
solo en algunos paises pertenecientes a Europa del Este. En la actualidad la crisis de
resistencia a antibidticos ha llevado a que los investigadores pongan interés en
alternativas distintas a los antimicrobianos convencionales, entre ellos los bacteriéfagos,
qgue con el avance cientifico hace viable su aplicacién, por ello paises como EE.UU,

Alemania, Francia, Bélgica y Suiza se encuentran investigando en el tema.

El empleo de los bacteriéfagos ha alcanzado logros importantes en los diferentes
campos de la industria y en medicina veterinaria, actualmente existen productos
comerciales en base a bacteriéfagos, aprobados por la FDA (Abedon et al.,, 2017;
Sulakvelidze y Barrow 2005). De otro lado, en medicina humana, la fagoterapia ha tenido
un avance importante, llegando inclusive a su aplicacion bajo ensayos clinicos
controlados, en pacientes en los cuales las terapias convencionales resultaron fallidas.
(Fish et al., 2016) En el Peru la fagoterapia es aun poco estudiada, existen trabajos de
caracterizacion de bacteriéfagos contra patdgenos de importancia alimentaria, Punil
(2016), asi también Tamariz et al.,, (2014) evaluaron la actividad terapéutica de
bacteriéfagos nativos en infecciones ocasionadas por Staphylococcus aureus resistente a

meticilina, en ratones.



El presente estudio se compone de dos partes: La primera enfocada a la
caracterizacion microbioldgica de los aislamientos de P. aeruginosa de un Hospital
Nacional de Nivel Il y de una clinica privada, evaluando su perfil de resistencia a
antimicrobianos, produccién de biopelicula (cualidad que contribuye a la resistencia a los
antibidticos), y finalmente la presencia de profagos. La determinacion de estas
caracteristicas permiti6 conocer mejor a la poblacion de P. aeruginosa circulando en
nuestro medio. La segunda parte consistid en aislar bacteri6fagos nativos con el fin de
evaluar su efectividad frente a ambas poblaciones de P. aeruginosa seleccionar y

caracterizar un bacteriéfago nativo con potencial para ser empleado en fagoterapia.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Resistencia a antibi6ticos

Los antibidticos son definidos como sustancias quimicas que tienen la propiedad de matar
o inhibir el crecimiento de microrganismos sensibles, generalmente reconocidos por ser
empleados en el control de infecciones bacterianas. La era moderna de los antibiéticos
comenzd con el descubrimiento de la penicilina por Sir Alexander Fleming en 1928
(Rocha et al., 2015), desde entonces, han jugado un rol importante en los avances en
medicina y cirugia, han prevenido satisfactoriamente infecciones en pacientes con
tratamiento quimioterapico; pacientes con enfermedades crénicas como la diabetes,
enfermedades renales en estado terminal, artritis reumatoide e incluso cirugias complejas
como trasplante de érganos vy tejidos y cirugia cardiaca. En sintesis, los antibiéticos han
extendido la expectativa de vida, disminuyendo brotes de infecciones bacterianas. El

beneficio ha sido a nivel global (Lujan et al., 2014).

Las bacterias normalmente viven en ecosistemas bastante complejos interactuando con
diversas comunidades microbianas, eventualmente alguna de estas poblaciones posee la
habilidad de secretar algun tipo de antimicrobiano para prevalecer sobre las otras, frente a
ello las bacterias desarrollan uno o varios mecanismos de resistencia para permitir su
subsistencia, por ello la resistencia a antibiéticos constituyen un fenébmeno natural. Esta
resistencia puede ser intrinseca, adquirida o adaptativa. La resistencia intrinseca se
refiere a la presencia o ausencia de genes en el genoma bacteriano que brindan un
fenotipo de resistencia a uno o0 mas antibiéticos, la resistencia adquirida es aquella que
como su nombre indica se adquiere mediante diferentes medios como la mutacion o la
adquisicion de variantes genéticas de resistencia, la mas relevante para la microbiologia

clinica, pues como se observa en la practica cotidiana, bacterias anteriormente sensibles



a determinados antimicrobianos en la actualidad presentan fenotipos de resistencia a los
mismos. Otro tipo de resistencia también relevante para la microbiologia clinica, es la
resistencia adaptativa, que es el desarrollo de un estado fisioldégico que le permite a la
bacteria 0 a una subpoblacién de esta, resistir al efecto bactericida del antibittico,
sumamente relevante en organismos como P. aeruginosa que cuando se encuentra en
un estado fisiolodgico de biopelicula puede resistir a antibiéticos como aminoglicosidos,

cosa gue no pasa en el estado plancténico (Florian et al., 2006).

La resistencia antibidtica al ser un fendbmeno natural se present6 en el ambiente natural
mucho antes del descubrimiento de los antibiéticos como tal por ello no fue raro que se
presentara a los inicios de su aplicacion en la practica clinica debido al uso inadecuado de
estos, en diferentes &reas como la medicina humana y veterinaria, ganaderia, acuicultura
etc. Ha dado lugar a una presion selectiva considerada antinatural, lo que ha conducido a
que los reportes de aislamientos resistentes, multirresistentes (MDR), extremadamente
resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes (PDR) (Magiorakos, 2012) hayan aumentado en
gérmenes anteriormente sensibles, limitando su eficacia en el uso clinico. (Kobayashi et
al., 2009), lo cual se ve plasmado en el aumento de tasas de mortalidad y costos
asociados a la salud. Segun Centers for Disease Control and Prevention (CDC) s6lo en
Estados Unidos se estima al menos dos millones de pacientes por afio contraen
infecciones serias por microorganismos multirresistentes causando un aproximado de
23000 muertes, incremento en la morbilidad y los gastos asociados a la salud. Cabe
mencionar que parte de esta morbilidad se debe también a los efectos adversos
asociados al empleo de antibidticos. Esto ha conducido a que la resistencia a
antimicrobianos, sea catalogada por la OMS como una de las principales amenazas a la

salud publica mundial (WHO, 2017).



La resistencia a antimicrobianos no puede ser eliminada por completo, pero esto no
significa que su desarrollo o diseminacion no puedan ser controlados, en busca de ello, se
han probado diferentes iniciativas como: el control de enfermedades infecciosas,
vacunacioén, administracion racional de antimicrobianos y vigilancia de la resistencia etc.
que buscan disminuir la presién selectiva ocasionada por el empleo inadecuado de
antimicrobianos y reducir la diseminacién de microorganismos y sus determinantes
genéticos de resistencia. La evidencia ha demostrado que todos estos esfuerzos solo
ralentiza el problema por lo que deben estar acompafiados por la gestion y el desarrollo
de nuevos agentes antimicrobianos y tratamientos efectivos contra bacterias

multirresistentes (Hopkins, 2016).



2.2. MECANISMOS DE RESISTENCIAAANTIMICROBIANOS

La resistencia a los antibiéticos puede ser adquirida por diferentes medios, presentamos
los cinco que se presentan comunmente en los aislamientos clinicos segin De Sousa et

al. (2016).

2.2.1.  INHIBICION ENZIMATICA

Es el mas comdn de los mecanismos de resistencia bacteriana, se basa en la
modificacion o destruccion del antibidtico con el fin de inhibir su efecto. Esta inhibicion
puede ser llevada a cabo por la hidrolisis del antibiético como ocurre con los antibiéticos
betalactamicos; transferencias de un grupo funcional como ocurre con aminoglicésidos,
lincosamida y rifampicina y otras modificaciones quimicas como fendbmenos de 6xido-

reduccion o actividad de liasas como ocurre con streptograminas (Wright, 2005).

Uno de los mecanismos de inhibicibn enzimética mas importantes son las
betalactamasas, principal mecanismo de resistencia que complica el tratamiento de
infecciones por Gram negativos. Este mecanismo presenta diferentes variables:
penicilinasas, betalactamasas AmpC, betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y
carbapenemasas, presentando cada una de ellas un espectro de accién distinto frente a
los diferentes antibiéticos betalactamicos, siendo las carbapenemasas las de mayor
impacto pues este mecanismo, brinda resistencia a la mayoria de betalactamicos
incluidos los carbapenems considerados la dltima linea limitando considerablemente las

opciones terapéuticas. (Tang et al., 2016)



2.2.2. Modificacion de las PBPs

Las proteinas de anclaje de la penicilina (PBP) estan involucradas en la construccion de
peptidoglicano, el principal componente de la pared celular bacteriana, estas enzimas son
catalizadores de las reacciones de transglicosilacion y transpeptidacion, que dan origen al
peptidoglicano formando la cadena de glucanos y uniéndolas mediante puentes de
glicinas, respectivamente. Una falla en estas proteinas llevaria a problemas en la
estructura de la pared celular, pérdida de permeabilidad, lesiones, elongacion o también
muerte celular por lisis (Sun et al., 2014). Por ello el blanco de gran cantidad de
antibidticos betalactdmicos son PBP. Existe una gran variedad de PBP con diferentes
caracteristicas como no tener actividad de transglicosilasa o no tener afinidad con algunos
antibioticos betalactdmicos confiriendo a la bacteria resistencia a estos, por ejemplo la
PBP4 y PBP5 que confieren resistencia a penicilinas, sin embargo la mas importante
desde el punto de resistencia a antimicrobianos es la PBP2a, una proteina modificada
gue confiere resistencia a cefalosporinas y penicilinas, esta proteina es codificada por el
Gen mecA y otros genes homologos a este (mecB y mecC) dando origen a su mas
conocido portador, Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) (Becker et al.,

2014).

2.2.3. Maodificacion de porinas

Una de las diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas es que estas
tltimas poseen una membrana externa, una bicapa lipidica que en su mayoria esta
compuesta por lipopolisacaridos, a los cuales le debe su caracteristica de hidrofobificidad
que dificulta el pasaje de compuestos hidrofilicos. Las porinas son proteinas que permiten

el transporte de compuestos hidrofilicos a través de la membrana lipidica, (dependiendo

9



de varios factores como estructura, tamafio y carga) como los antibiéticos (Livermore et

al., 2006).

Como menciona Pages et al. (2008), el uso prolongado de antimicrobianos es un factor
importante en la aparicién de organismos multirresistentes y un mecanismo para lograr
esta multirresistencia es la modificacion de porinas lo cual lleva a la disminucién de la
expresion de estas o a la incapacidad de cumplir su funcién, impidiendo el transporte de
antibidticos a través de la membrana. Uno de los mecanismos de resistencia mas
conocidos asociados a porinas es la perdida de las OprD en P. aeruginosa confiriendo
resistencia a imipenem y en menor medida meropenem, se sabe también que esta
situacién no solo afecta a estos antibiéticos sino también disminuye la sensibilidad en

otros betalactamicos (Gootz, 2010).

2.2.4. Bombas de eflujo

Las bombas de eflujp han demostrado ser un mecanismo de resistencia bastante
eficiente. En general han sido caracterizadas 5 familias de bombas de eflujo tanto en
Gram negativos como en Gram positivos, estos Ultimos al tener una sola membrana
celular poseen solo tres de estas familias en comparaciéon a los Gram negativos en los

gue se han reportado las cinco (Stavri et al.,2007).

Una de las familias de bombas de eflujo mas estudiadas por su relevancia en la
resistencia de Gram negativos es la RND (Resistance Nodulation cell Division), este
sistema consiste en una bomba expulsora en la membrana (AcrB y MexB), un poro en la
membrana externa (TolC y OprM),y una proteina que une a esas dos (AcrA y MexA),
conformando la unidad. Los dos sistemas de bombas de eflujo mas estudiados son:
AcrAB-TolC en E. coli y MexAB-OprM en P. aeruginosa, los cuales pueden capturar

moléculas del periplasma con gran especificidad, por ejemplo AcrAB-TolC puede exportar
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tintes como acriflavina y etidio, antibiéticos como betalactdmicos, tetraciclinas rifampicina
y cloranfenicol y también detergentes como triton X-100 (Wright et al., 2005; Takatsuka et

al., 2010).

2.2.5. Maodificacion del sitio blanco

Cambios relativamente pequefios en secuencias de acidos nucleicos en el caso de
unidades ribosomales, como la modificaciébn de aminoacidos en el caso de proteinas,
pueden alterar las estructuras moleculares que son blancos de los antibidticos lo
suficiente como para impedir la union y accion de estos. Por ello, la modificacion del sitio
blanco de un antibiético, da como resultado un mecanismo de resistencia bastante rapido,

con un impacto minimo en el fithess microbiano (De Sousa et al., 2016).

Sobre este mecanismo existen diversidad de ejemplos como el de la modificacion de
RNA ribosomal que impide la accion de los antimicrobianos frente a la sintesis de
proteinas, asi como la mutacion en gyrA que conduce a altos niveles de resistencia a
fluoroquinolonas (Wright et al., 2005; Dunkle et al., 2010). Si bien, gran parte de este tipo
de resistencia, puede ser alcanzado por mutacién puntual; también hay enzimas que
pueden modificar el sitio blanco, por ejemplo el mecanismo mcr-1 que brinda resistencia a
colistina (antibiético de Ultimo recurso) mediante la modificacion del Lipido A, presente
principalmente en enterobacterias, mecanismo actualmente involucrado en la aparicion de

microorganismos panrresistentes (Falgenhauer et al., 2017).
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2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas es un género de bacterias Gram negativas bastante amplio y complejo, en
el cual se puede encontrar bacterias de importancia clinica y ambiental por lo que sus
estilos de vida pueden ser saprofitos o patdgenos. Una de las principales caracteristicas
del género es su versatilidad metabdlica que les permite degradar, desde compuestos
carbonados de bajo peso molecular hasta compuestos aroméaticos y compuestos toxicos
de elevado peso molecular, esta cualidad les permite desarrollar en un gran espectro de
hébitats donde la mayoria de células crece en biopeliculas agregadas sobre superficies

de ambientes con minima presencia de nutrientes y hasta hostiles (Hoiby et al., 2015).

P. aeruginosa es una bacteria ubicua, no formadora de espora, de 1,5a5 M de longitud,
usualmente movil, oxidasa y catalasa positiva, posee un metabolismo netamente aerobio
con el oxigeno como aceptor final de electrones, pero en algunos casos pueden usar el
nitrato como aceptor de electrones alternativo para realizar un metabolismo anaerobio.
(Hoiby et al., 2015) Fue aislado por primera vez en 1882 por Gessard a partir de pus
verde, color que constituye una de sus caracteristicas principales debido a la produccion
de los pigmentos piocianina y pioverdina. Posee una capacidad metabdlica bastante
extensa (caracteristica de su género) la cual puede verse ejemplificada en la variedad de
fuentes carbonadas y receptores de electrones que puede emplear para su metabolismo,
asi también su habilidad de producir multiples metabolitos secundarios y polimeros. Esta
versatilidad bioquimica permite a P. aeruginosa habitar diferentes ambientes inclusive
aquellos que son considerados como hostiles, como en el caso de los hospitales (Mayers
et al., 2017). Es considerada una bacteria ambiental pero también un patdgeno

oportunista capaz de causar graves infecciones tanto cronicas como agudas afectando
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principalmente a pacientes con la inmunidad comprometida, por ello es uno de los
patbgenos mas comunes en unidades de cuidados intensivos, sala de operaciones y sala

de quemados (Lujan, 2014).

2.3.1. Importancia clinica de P. aeruginosa

Los individuos con las defensas intactas por lo general no presentan riesgo de infeccion
por P. aeruginosa, pues esta no posee la habilidad de infectar tejidos comunes como
faringe intestino o piel de personas sanas, con la excepcion del dido de nadador “que
surge por una exposicion continua a este agente; sin embargo, bajo circunstancias que
comprometen la inmunidad del individuo, puede originarse una infeccion por P.
aeruginosa, asi en pacientes neutropénicos, en intervenciones quirdrgicas, quimioterapia,
VIH u otras circunstancias; también pacientes que presentan tubos endotraqueales o
ventiladores son susceptibles a infecciones por este patdgeno, por ello es catalogado

como un patégeno oportunista (Hoiby et al., 2015).

2.3.1.1. Infecciones de vias respiratorias

En el caso de pacientes con fibrosis quistica, la disminucién en el liquido periciliar, se ve
traducida en la poca eficiencia para eliminar los microbios provenientes del tracto
respiratorio superior, por ello P. aeruginosa causa este tipo de infecciones. Una vez
producida la infeccion, la bacteria tiene la particularidad de adoptar un fenotipo diferente al
planctonico, que se caracteriza por la hiperproduccion de biopelicula, permitiendo su
subsistencia en las vias respiratorias bajas causando una infeccion crénica. P. aeruginosa
representa el 80% de aislamientos y es la primera causa de muerte en pacientes con
fibrosis quistica (Mayers et al., 2017). De otro lado, en pacientes con el tracto respiratorio
sano, también se pueden dar infecciones, siempre y cuando, alguna intervencién, como la

colocacion de un tubo endotraqueal o una traqueotomia, permitan el ingreso de patégeno
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a las vias respiratorias bajas directamente, lugar en el cual pueden establecer una
infeccién, por ello se le considera el principal aislamiento obtenido de vias respiratorias en
pacientes de unidades de cuidados intensivos (Zavascki et al., 2006; Hoiby et al., 2015).
Ademas de ser uno de los principales causante de neumonia nosocomial, también puede
estar involucrado en cuadros de neumonia asociada a la comunidad,-que se caracterizan
por ser rapidamente progresivos, fatales y generalmente asociados a pacientes con
enfermedades pulmonares previas, fumadores cronicos, infectados con VIH, etc.

categorizados como neutropénicos (Mayers et al,. 2017).

2.3.1.2. Infecciones de piel y tejidos blandos

Las infecciones localizadas de piel y tejidos blandos incluyen infecciones necrotizantes,
infecciones asociadas a mordeduras o contacto animal, infecciones del pie diabético,
infecciones de sitios quirdrgicos e infecciones por quemaduras, entre otras. En la mayoria
de estas infecciones, el factor comun, es el dafio a la piel, una de las defensas esenciales
del cuerpo humano; lo que facilita la colonizacion del tejido dafiado rico en nutrientes.
Otros factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la infeccion son la sobre
exposicion al patégeno, diabetes, cirrosis o condiciones que inhabiliten el sistema inmune;
en estos casos las infecciones por bacilos Gram negativos en general y P. aeruginosa en
particular, son muy frecuentes (Stevens et al., 2014; Dryden, 2010). P. aeruginosa es el
principal patégeno en pacientes con quemaduras térmicas donde la infecciones es
adquirida mediante la hidroterapia o por la misma exposicion al ambiente del tejido
dafiado, asi también puede estar presente en Ulceras cronicas donde se establece
produciendo una biopelicula en su superficie; siendo catalogado como el agente
infeccioso mas comun en infecciones moderadas y severas del pie diabético, pudiendo

extenderse hasta los huesos causando osteomielitis (Hoiby et al., 2015).
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2.3.1.3. Otras infecciones

P. aeruginosa también puede causar infecciones del tracto urinario en pacientes con
alguna complicacion, sepsis 0 meningitis en recién nacidos y en pacientes con un previo
trauma o cirugia y también endocarditis u osteomielitis en pacientes consumidores de

drogas, estas infecciones son menos frecuentes (Hoiby et al., 2015)

2.3.2. Resistencia a antibiéticos en  P. aeruginosa

En los Ultimos afios la resistencia en P. aeruginosa ha ido en aumento al igual que en
otras bacterias de importancia clinica, como menciona Porras et al.,, (2012), este
fendbmeno puede deberse a la presion selectiva ejercida principalmente por el sobre
empleo de cefalosporinas de tercera generacion, carbapenems asi como de antibiéticos

anti-pseudomonicos.

Uno de los mayores problemas cuando se aborda P. aeruginosa bajo enfoque terapéutico,
es gue posee resistencia intrinseca a un numero importante de antibioticos, sumado a una
eficiente capacidad de adquirirla mediante diversos mecanismos (Hoiby et al., 2015). La
resistencia intrinseca puede ser atribuida a su baja permeabilidad debido a la ineficiencia
de sus porinas, lo cual restringe la captacion de antibidticos, siendo las mas abundante
las OprF. De otro lado, las porinas OprD, moderadamente expresadas en la membrana
externa, tienen un papel importante en el pasaje de carbapenems (sobre todo Imipenem),
por ello una mutacién que produce la perdida de estas estructuras, puede reflejarse en
una reduccion a la susceptibilidad de este antibiotico (Bellido et al., 1992). A pesar del
importante rol que tiene la permeabilidad de la membrana externa en el fendbmeno de

multirresistencia, este no es el Unico; como se ha mencionado previamente las bombas
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de eflujo permiten expulsar antibiéticos del interior de la célula bacteriana, en el caso de
P. aeruginosa el sistema MexAB-OprM es el mas conocido, y participa en la resistencia a
diversos antibiéticos como fluoroguinolonas, algunos betalactamicos, tetraciclinas,
macrolidos, sulfonamidas, etc. (Kohler et al., 1996). Otro mecanismo importante, es la
producciéon de betalactamasa AmpC, la cual se expresa en niveles insignificantes en
cepas salvajes, por ello éstas pueden presentarse como sensibles a algunos
betalactdmicos, sin embargo una vez la interaccién con el antibiético estas cepas
incrementan la produccion de la enzima lo que disminuye su sensibilidad a estos. Es
importante mencionar que estos mecanisSmos no se presentan por separado, Su
presentacion conjunta le dan a P. aeruginosa su caracteristica de resistencia intrinseca

(Livermore, 1992).

De otra parte, P. aeruginosa tiene la particularidad de ser eficiente en adquirir resistencia
adicional mediante la incorporacion de secuencias de ADN (plasmidos, integrones o
fagos) que insertan genes de resistencia que pueden ser rapidamente obtenidos mediante
trasferencia horizontal, entre estos encontramos BLEES, Metalobetalactamasas (MBLS),
metilasas del 16S rRNA, etc (Shahid et al.,, 2003; Yokoyama et al., 2003). Otro
mecanismo relevante de adquisicion de resistencia es la alteracion de la expresion de
ciertos mecanismos de resistencia intrinseca, por ejemplo mutaciones que comprometan
genes represores de bombas de eflujo, llevando a la sobre expresion de estas,
reduciendo la susceptibilidad a gran variedad de antibiéticos (Poole et al., 1996). Estas
mutaciones también pueden estar involucradas en la perdida de permeabilidad de la
membrana externa, cuando se trata de porinas o en la perdida de afinidad por el
antibiético, cuando la mutacién se da al nivel de los sitios blanco de la accién de este.
Adicional a este mecanismo, se ha descubierto que la presencia de mutaciones que no

tienen repercusion de manera aislada, al presentarse en conjunto, pueden disminuir la
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sensibilidad de la bacterias (Fernandez et al.,, 2011), asi también se han reportado
mutaciones al nivel del Missmatch repair system (MMR), el cual es responsable de la
reparacion del ADN, generando un fenotipo hipermutable conocido como mutator que
tiene la capacidad de adquirir resistencia a betalactdmicos, aminoglicésidos y

fluoroquinolonas mucho mas rapido que fenotipos non-mutators (Oliver et al., 2010).

Los mecanismos adaptativos en P. aeruginosa al igual que en otros organismos son
inducidos en respuesta a condiciones extremas de pH, anaerobiosis, formaciéon de
biopelicula o la exposiciébn a antibidticos en concentracion sub-inhibitoria, estas
condiciones llevan a la desregulacion de uno o mas genes de resistencia por ejemplo, la
hiperproduccion de AmpC en respuesta a la exposicion continua a betalactamicos,
(Llanes et al., 2013 ) o también la sobre expresion del sistema de bomba de eflujo MeXY-

OprM por exposicion a aminoglicésidos (Hocquet et al., 2003).

2.3.3. Biopeliculay resistencia

La biopelicula representa una asociacion de microorganismos, los cuales se ubican dentro
de una matriz de exopolisacarido, formando diferentes asociaciones entre los
participantes de esta. Este tipo de organizacion microbiana es considerada una estrategia
de adaptacion a diferentes ambientes, pueden encontrarse en distintas superficies
ambientales también en aparatos clinicos como implantes médicos, catéteres
endovenosos 0 urinarios, tubos endotraqueales, etc; si bien se desarrollan
preferentemente en superficies inertes las biopeliculas también pueden crecer en tejido
vivo, como en el caso de la endocarditis y particularmente en P. aeruginosa, los
aislamientos que presentan fenotipo productor de biopelicula estan asociados a
infecciones cronicas en pacientes con fibrosis quistica (Donlan, 2001; Mulcahy et al.,

2010).
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Usualmente las bacterias en estado planctonico estimulan la produccién de anticuerpos
pero estos son poco efectivos frente a la biopelicula incluso en personas
inmunocompetentes (Costerton et al., 1999), el tratamiento de infecciones de este tipo es
complicado debido a que los antimicrobianos empleados son rapidamente inactivados o
fallan al penetrar la estructura de la biopelicula por ello es calificada como una forma de
resistencia adaptativa y le otorga a la bacteria una serie de ventajas, principalmente la
resistencia a antibiéticos equivalente de 10 a 1000 veces mas que en su estado
plancténico; cabe resaltar que este parametro de resistencia no es evaluado en el
laboratorio clinico convencionalmente y los ensayos in vivo al realizarse en aislamientos
en estado plancténico fallan al predecir la eficacia (Mah y O Toole, 2001; Moreau-Marquis
et al.,, 2008). Los mecanismos que llevan a la resistencia son variados: la matriz de
exopolisacéaridos limita la interaccion entre las bacterias y el antimicrobiano, lo cual
depende de su ubicacion en la biopelicula, siendo las mas internas las que interactdan
menos con el antibidtico (Hoyle et al., 1992); al encontrarse en un estado de biopelicula
la bacteria disminuye su tasa de crecimiento volviendose menos activa metabolicamente
lo que limita la eficacia de los antimicrobianos que tienen como blanco el metabolismo.
Otro punto importante es que en el estado fisiologico de biopelicula algunas
subpoblaciones presentan diferentes fenotipos de resistencia, por ejemplo el
sobreexpresar bombas de eflujo, confiriendo resistencia a antibiéticos como
aminoglicésidos (zZhang y Mah, 2008); ademas también puede entrar en un estado
fisioldgico conocido como persistente , el cual consiste en una subpoblacion dentro de la
biopelicula que es capaz de tolerar el tratamiento antibiético mediante la inactivacion
fisiologica de dicha subpoblacion (dormancia). Este estado se encuentra fuertemente

vinculado a infecciones recalcitrantes (Mayers et al., 2017).

18



2.4, Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos o fagos son parasitos intracelulares obligados, virus que infectan
bacterias de manera especifica; empleando su maquinaria biosintética para replicarse;
estan compuestos principalmente por una estructura proteica llamada capside y material
gendmico que se encuentra protegido por esta, al igual que en otros virus. El bacteriéfago
mas estudiado es el T4. Los fagos pueden encontrarse en cualquier lugar donde sea
viable el crecimiento de bacterias, como: desagues, residuos solidos, fuentes de agua
marina y continental, muestras clinicas, efluentes (desechos) hospitalarios; Son los
organismos mas abundantes del mundo, asi como los mas diversos, se estima una
cantidad de 10* particulas virales ademas se menciona que existe 10 veces mas
bacteriofagos que nimero de células bacterianas en todo el mundo (Jurczak-Kurek et al.,
2016). En la naturaleza cumplen dos funciones con respecto a su hospedero (antagonista
0 sinérgica, litica o lisogénica), sus caracteristicas como ente biolégico han sido de mucha
utilidad para diferentes disciplinas de la ciencia sobre todo la biologia molecular, campo
en el cual son los virus méas estudiados. ComiUnmente son conocidos como reguladores
de poblaciones microbianas; debido a ello desde su descubrimiento hace
aproximadamente 100 afios han sido empleados como agentes antibacterianos y en los
tltimos afos debido a la crisis antibittica, tanto ellos como sus derivados han atraido la
atencion de muchos investigadores como una posible solucién a esta (Gémez et al., 2009;

Bragg et al., 2016).

2.4.1  Estructuray clasificacion

Al igual que otros virus, los bacteri6fagos son microorganismos bastante pequefios
poseyendo en su mayoria un tamafio aproximado entre 24 y 200 nm, estan compuestos

basicamente de un acido nucleico (ADN o ARN) que puede variar en tamafo, arreglo
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(circular, lineal o0 segmentado) Yy estructura (de doble cadena o simple), y una estructura
de cubierta llamada cépside que esta conectada, en la mayoria de los casos, con una
cola que posee fibras involucradas en la interaccion con los receptores de la superficie
bacteriana. Algunos bacteriéfagos al no presentar estas estructuras las reemplazan con
otras que cumplen una funcion similar (Mayer ,2015; Watanabe et al., 2007). Los viriones
pueden ser de forma isométrica, filamentosa o pleomorfa; ademas estos pueden
presentar lipidos en su estructura o una envoltura lipidica. (Figura 1; Ackermann, 2006).
Las propiedades fisicoquimicas de los bacteriéfagos asi como su tipo de acido nucleico
han sido las caracteristicas principales para realizar su clasificacion, en la actualidad el
ICTV (Comité Internacional de Taxonomia Viral) emplea para la clasificacion cada
propiedad disponible de estos virus, pero por razones practicas, las propiedades
fisicogquimicas y el tipo de acido nucleico se mantienen como las mas importantes

incorporando cada vez mas el empleo de informacion gendémica (Lwoff et al., 1962).

Los bacteriéfagos que poseen cola pertenecen al Orden Caudovirales, que abarca a la
mayoria de los bacteriéfagos representando al 96% del total de bacteriéfagos
identificados hasta el momento. Los viriones consisten en una capside icosaédrica, la
cual contiene una molécula de ADN de doble; cadena estos pueden realizar ciclo litico o
lisogénico; intimamente relacionados por la evolucion y ciclo de vida y se dividen en tres
familias bastante grandes: Myoviridae (cola larga contractil), Siphoviridae (cola larga no
contractil) y Podoviridae (cola corta, no contractil). Los bacteriéfagos con diferentes
morfologias a las del Orden Caudovirales, como: Isometricas, pleomorficas o
filamentosas, se distribuyen en siete familias que difieren profundamente en sus
caracteristicas y como es de esperarse forman grupos polifiléticos una caracteristica de
estos bacteriéfagos es que en su mayoria presentan un rango de hospedero estrecho

(Ackerman et al., 2014).
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Figura 1. Morfotipos de bacteriéfagos y virus de arquea s. (Tomado de
Ackerman, 2006)
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2.4.2  Replicacion viral

24.21 Ciclo litico

También llamado ciclo productivo o virulento, su principal caracteristica es la produccién
de una nueva generacion de bacteriéfagos y la muerte del hospedero bacteriano,
cumpliendo un papel antagonista en relacion a su hospedero. Este ciclo comienza con la
adsorcion que es la adhesién de los receptores del bacteri6fago a determinadas
estructuras bacterianas como, pili, flagelo, capsula o pared. Una vez el fago se haya fijado
a esta, inyecta su material genético dejando a la cdpside junto con las demas estructuras
fuera, la siguiente etapa comprende la sintesis de las estructuras virales y el ensamblaje
de los viriones, lo que lleva a que los bacteriéfagos desaparezcan brevemente del lisado,
por esta razon la fase es denomina eclipse. Por otro lado el metabolismo bacteriano es
redirigido a la sintesis de los componentes fagicos, un punto relevante en esta etapa es la
replicacion del acido nucleico del bacteriéfago, este evento divide la transcripcién
bacteriana en dos etapas, la temprana y la tardia; los productos generados en la primera
son esenciales para la replicaciéon del genoma viral; y post-replicacion se da a lugar la
segunda en la cual principalmente se produce ARNmM parar generar las proteinas
estructurales del virion y las encargadas dela lisis celular (Engelkirk et al., 2011). Una vez
terminada la sintesis de estos componentes se procede al ensamblaje, en el caso de los
caudovirales, el ADN se une a una estructura pre formada de la capside y esta a su vez
se liga con otras estructuras virales teniendo como resultado la progenie del fago,
finalmente con el objetivo de liberar la progenie viral e infectar a otras bacterias, el
bacteriofago emplea el sistema holina-endolisina que permite degradar el principal
componente de la pared celular bacteriana (peptidoglicano) generando inestabilidad que

finalmente resulta en lisis celular (Schmelcher et al., 2012; Borysowsky et al., 2014).

22



2.4.2.2 Ciclo lisogénico

Este ciclo representa la integracion del material genético del bacteriéfago dentro del
genoma bacteriano, que resulta en un fago integrado a la bacteria referido como profago.
De manera similar al ciclo litico, el ciclo lisogénico presenta una fase de adsorcion, una
vez realizada esta etapa el genoma fagico se vuelve latente, persistiendo de manera
integrada o independiente al genoma bacteriano, dependiendo principalmente de la
presencia de integrasas en el genoma. El profago se replica mas o menos de manera
sincronizada con la bacteria, esta relacién se mantiene indefinidamente hasta que se
rompa espontaneamente o bajo la accion de algun estimulo fisico o quimico como los son
ciertos inductores como: mitomicina C, luz UV, antibidticos, etc. lo cual finalmente resulta
en la formacion de nuevos bacteri6fagos (Campbell, 2006; Lwoff, 1953). Una variante de
este estados es conocido como pseudo-lisogenia o el tercer ciclo de los bacteriéfagos que
al igual que la lisogenia permite la supervivencia del hospedero, en este estado el
bacteriofago emplea a la bacteria hospedero como “carrier’ y su genoma no se replica
dentro de esta pudiendo generar una subpoblacion que no contenga el genoma fagico
integrado, recuperando su actividad (litica o lisogénica) cuando las condiciones mejoran

(Fortier y Sekolovik et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Tipos de ciclos de replicacion de bacterio  fagos .
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2.4.3  Fagoterapia

La fagoterapia es un tratamiento basado en la actividad bactericida de los bacteriéfagos
liticos. Los fagos reconocen a su bacteria hospedero dentro de la cual se multiplicaran,
para finalmente romper esta célula y liberar su progenie, que infectard nuevas células
bacterianas, aumentando el numero de fagos de forma exponencial y, magnificando su
efecto antibacteriano. A la fagoterapia se le atribuyen diversas ventajas en comparacion al
tratamiento con antibidticos convencionales, como se mencioné previamente el nimero
de fagos crece exponencialmente al lisar a la bacteria blanco, permitiendo que esta
terapia tenga mayor efecto en el sitio mismo de la infeccién; ademas, gracias a su
capacidad de mutacion, los fagos pueden contrarrestar la resistencia que podrian generar
las bacterias hacia ellos. En cambio, los antibiéticos siempre mantienen el mismo principio
activo, de manera que cuando las bacterias desarrollan resistencia, éstos quedan
inactivos; el tratamiento con bacteriéfagos no genera efectos secundarios nocivos para los
humanos, animales o plantas, mientras que los antibidticos pueden causar alergias,
desordenes intestinales, favorecer infecciones secundarias y provocar multiples efectos
adversos. Incluso se considera que los fagos tienen un efecto benéfico al estimular el
sistema inmune; seleccionar y producir un nuevo fago es un procedimiento relativamente
rapido y econdémico; la alta especificidad que caracteriza a los fagos (incluso cepa-
especificos), es un aspecto ventajoso, pues limita el tratamiento a la bacteria causante de
la infeccion, sin afectar la microbiota normal. Finalmente, se sabe que los bacteri6fagos
gue realizan ciclo litico son agentes bactericidas, por lo tanto, las bacterias infectadas no
vuelven a ser viables, mientras que algunos antibidticos son bacteriostaticos y permiten
con mayor facilidad la adquisicion de resistencia (Borysowsky et al., 2014; Abedon et al.,

2017).
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Los inicios de la fagoterapia se remontan al afio 1919, en el Hospital Enfants-Malades de
Paris, donde Felix D"Herelle experimentd con éxito la actividad antibacteriana de los fagos
para el tratamiento de disenteria en un nifio de 12 afios, mediante el empleo de un
preparado de fagos contra Shigella, el cual logré controlar la infeccion. Junto a él, otros
investigadores continuaron los estudios en fagoterapia hasta mas alla de los afios 30.
Posteriormente el interés en la fagoterapia disminuyé debido a la aparicién de los
antibiéticos, carencia de informacién sobre las propiedades de los fagos y aspectos
regulatorios para la experimentacion terapéutica con humanos; lo que se vio reflejado en
la disminucion de investigaciones y publicaciones entre 1950 y 1980, De hecho, sdlo
ciertos paises de Europa del Este continuaron desarrollando esta linea durante esos
afos. En la actualidad el escenario es diferente: la actual crisis de resistencia a
antibiéticos lleva a los investigadores a evaluar otras alternativas; de otra parte, los
adelantos cientificos han dilucidado mucha informacién sobre las propiedades y
comportamiento de los fagos, a raiz de ello el empleo de bacteri6fagos como
antibacterianos ha tenido logros importantes en diferentes ambitos de la actividad humana
como en la industria alimentaria y la veterinaria encontrdndose actualmente productos
comerciales en base a bacteriéfagos aprobados por la FDA (Agriphage and Intralytix) por
otro lado en el campo de la medicina humana la fagoterapia ha tenido varios obstaculos
en los paises de occidente mientras que en paises del oriente existen versiones
comerciales de cécteles de bacteriéfagos disponibles como tratamiento en algunos paises
de la antigua union soviética como Rusia y Georgia, (Bragg et al., 2016) mientras que en
paises como Polonia es un tratamiento de caracter experimental en caso de que ninguna
otra terapia esté disponible y esta enmarcado dentro de la ley de practicas médicas
(Polish Law Gazette No. 28 / 1997). Sin embargo, dadas las condiciones actuales el
interés de paises de occidente en la fagoterapia en medicina humana ha aumentado de
manera significativa, lo cual se ve reflejado en la integracion de grupos importantes de
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Francia, USA, Inglaterra, Espafia, a la investigacion en esta alternativa terapéutica (Prada
et al., 2015). En el Perq, la investigacion en bacteriéfagos como agente antibacteriano
aun es incipiente, habiendo trabajos en caracterizacidbn de bacteriéfagos frente a
patdgenos de importancia en la industria alimentaria (Punil, 2017; Flores, 2017) y en el
ambito médico, Tamariz et al., (2014) ha realizado trabajos en modelos animales para
evaluar la efectividad de la terapia con bacteri6fagos en infecciones por S. aureus
resistente a meticilina (SARM), demostrando la efectividad del tratamiento de infecciones

localizadas.

La fagoterapia convencional es caracterizada por emplear bacteriéfagos nativos como
agentes antimicrobianos, caracteristicas que hace referencia a bacteri6fagos no
modificados genéticamente, pero en estos Ultimos afios existen diferentes iniciativas por
mejorar el rendimiento de estos bacteriéfagos en el area terapéutica mediante ingenieria

genética (NEXTBIOTICS; ELIGO)
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M. HIPOTESIS

9 H: Existen bacteri6fagos nativos que pueden constituirse como candidatos para el
tratamiento de infecciones asociadas a Pseudomonas aeruginosa resistente a drogas

y productoras de biopelicula.

9 Ho: No existen bacteridfagos nativos que pueden constituirse como candidatos para
el tratamiento de infecciones asociadas a Pseudomonas aeruginosa resistente a

drogas y productoras de biopelicula.
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\A OBJETIVOS

GENERAL:

9 Aislar y caracterizar bacteri6fagos nativos candidatos a fagoterapia en

infecciones por Pseudomonas aeruginosa resistentes a drogas y

productoras de biopelicula.

ESPECIFICOS:

9 Aislamiento de P. aeruginosa a partir de muestras clinicas de
pacientes hospitalizados.

9 Determinar el perfil de resistencia de los aislamientos de P. aeruginosa.

9 Evaluar la produccion de biopelicula y presencia de profagos en los
aislamientos de P. aeruginosa.

9 Aislamiento de bacteriéfagos especificos para P. aeruginosa a partir de
efluentes hospitalarios.

9 Determinar el rango de hospedero de los bacteriéfagos nativos de P.
aeruginosa.

9 Determinar las caracteristicas microbiologicas de un bacteriéfago de P.

aeruginosa.
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V. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

Material Biologico

x P. aeruginosa ATCC 27853.
X Aislamientos de P. aeruginosa obtenidos durante enero-febrero del 2018,
provenientes de un Hospital Nacional de Nivel Il y una clinica privada aisladas a

partir de diferentes tipos de muestras de pacientes.

Materiales de laboratorio y equipos.

Se utilizaron los materiales y equipos del Laboratorio de Resistencia a antimicrobianos e
Inmunopatologia LID- UPCH y del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia

FCB - UNMSM.
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B. METODOS

5.1 Pseudomonas aeruginosa

511 Aislamiento

Los aislamientos fueron obtenidos a partir de muestras clinicas de pacientes
hospitalizados, se consideraron muestras de secreciones, vias respiratorias bajas y altas,
vias urinarias y hemocultivos. Fueron cultivados en placas de agar sangre, agar Mac
conkey y cetrimide a 37°C durante 24 horas, la identificacion se realiz6 por las
caracteristicas morfolégicas de las colonias y la confirmacion de especies se llevo a cabo

con el sistema automatizado Vitek 2 Biomérieux-Francia.

5.1.2 Caracterizacion

5.1.2.1 Prueba de sensibilidad antibiotica

Los patrones de sensibilidad de los diferentes aislados fueron estudiados usando el
meétodo de concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante el sistema Vitek 2 Biomériux,
la interpretacion de las susceptibilidades se basoé en los lineamientos de interpretacion del
documento M100-S27 (CLSI, 2017). En base a los resultados de la prueba de
susceptibilidad los microorganismos fueron clasificados como resistentes (R), multidrogo-
resistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes (PDR)

segun la clasificacion de Magiorakos et al. (2012).
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5.1.2.2 Evaluacion de produccion de la biopelicula +Método del Tubo

La deteccion de biopelicula se realizé mediante el método del tubo (cualitativo), para ello
se inocularon 10 L de cultivo de toda la noche de la cepa problema en un tubo de 10mL
de TSB y se incubd a 37°C por 24 horas, después de la incubacién los tubos fueron
decantados y lavados con buffer fosfato (pH 7.3), una vez secos fueron tefiidos con cristal
violeta al (0.1%) por 30 segundos, el exceso de tincion fue lavado con agua desionizada y
los tubos fueron secados de manera invertida, la formacién de biopelicula fue considerada
positiva conforme a la coloracién en la parte superior (interface liquido/aire) del tubo a
evaluar de acuerdo al siguiente puntaje 1: débil/ninguna; 2: moderada ;3: alta/fuerte

(Figura 3), el experimento fue realizado por triplicado. (Christensen et al., 1982).

Figura 3. Método del tubo para evaluar produccion de biopelicula .

Parametros de produccion de biofilm (A) alta; (B) moderada; (C) débil/ninguna
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5.1.2.3 Deteccién de profagos mediante el empleo de mito  micina C

Para determinar la presencia de profagos en los cultivos aislados de P. aeruginosa, se
procedidé a la induccion de estos en los aislamientos indicados anteriormente. La
induccion se realizo con una solucion madre de mitomicina C a una concentracion de 10

g /mL y se determiné la concentracion adecuada mediante el siguiente procedimiento:

5.1.2.3.1 Determinaciéon de la concentracion de mitomicin a C para la

induccion

Para determinar la concentracion adecuada de mitomicina C para la induccion, se
sembraron todos los aislamientos en 2 mL de TSB y se incubaron a 37°C toda la noche,

/ del cultivo fueron sembrados en 3mL de TSB con diferentes concentraciones del
mutageno (0, 1, 2y 3 g /mL) preparados a partir de la solucion madre de mitomicina C.
Se incubaron a 37°C por 24 horas, se selecciond la concentraciébn mas alta de mitomicina
C a la cual crecieron todas las cepas como la ideal para realizar la prueba de induccién de

profagos.

5.1.2.3.2 Prueba de induccién de profagos

Para detectar profagos en los aislamientos de P. aeruginosa, se empleé mitomicina C
como agente mutageno, a la concentracion previamente obtenida, y los resultados de la

prueba se evaluaron por la formacion de placas de lisis (Clokie y Kropinski, 2008):

X Se transfirié un volumen de 200 L de cepa toda la noche a dos tubos estériles,

uno control y uno experimental.

X Se prepar6 MTA (TSA al 0,6% de agar) para realizar la bicapa,
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Se afadieron 4 mL de medio MTA a 45°C sin mitomicina como control, por otro
lado en el caso experimental se emple6 MTA suplementado con mitomicina C a1l
g /mL (concentracion adecuada obtenida previamente) .

Rapidamente se agitaron los tubos (control y experimental) en vortex por 20
segundos aproximadamente y fueron dispensados en placas con base de TSA
como en el método de bicapa (Adams, 1959).

Ambas placas (control y experimental) fueron incubadas a 37°C y se observo la
formacion de placas de lisis alas 12 'y 24 horas.

La lectura se realizé evidenciando la formacion de placas de lisis en un
microscopio compuesto a 40X de aumento, la clasificacion se realiz6 mediante la
lectura de placas; Si la placa Petri experimental y el control, presentaban placas de
lisis, se interpreté como un profago espontaneo, si sélo estaban presentes en la

placa experimental, se considerd un profago inducible.
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5.2 Bacteri6fagos
5.2.1 Aslamiento de bacteri6fagos.
5.2.1.1 Enriquecimiento de filtrados

Considerando que por lo general la concentracion de fagos en muestras ambientales, se
encuentra por debajo de los limites de deteccion de los métodos de laboratorio
comunmente empleados. se procedio a enriguecer las muestras colectadas, afiadiéndole

la bacteria hospedera a fin de incrementar la concentraciéon de bacteriofagos.

Un volumen de 50 mL de muestra liquida (efluente hospitalario y agua del rio Lurin) fue
colectado y centrifugado a 5000 rpm x 15 minutos posteriormente el sobrenadante fue
fitrado mediante membranas de 0,45 .M. A 90 mL de TSB se afiadieron 5mL de filtrado
junto con un in6culo de 5 mL de un cultivo de P. aeruginosa ATCC 27853 incubado
overnight, los tubos fueron incubados por 24 horas a 37°C. Posteriormente, 10mL del
cultivo fueron filtrados mediante membranas de 0,45 .M. El procedimiento de
enriquecimiento, se repiti6 dos veces vy el filtrado final fue conservado a 4°C hasta su

empleo en la deteccién de bacteriofagos.
5.2.1.2 Deteccion de bacteriéfagos

A partir de las muestras enriquecidas se realizaron diluciones de 1/10 finalmente se
tomaron 100 pL de las diluciones 10%,10%,10° y 10°® para obtener bacteriéfagos aislados
y realizar la deteccién de estos por la presencia de placas de lisis mediante la técnica de

doble capa de agar segun Adams, 1959.
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5.2.1.3 Preparacion de suspensiones madre de bacteri6fag o0s vy

determinacion de la concentracién de los mismos.

A partir de las placas de cultivo de fagos, se obtuvo cuidadosamente una sola placa de
lisis con un tip estéril colocandola en un tubo con 10 mL de TSB. Se agito en vortex para
liberar los bacteriofagos, luego se centrifugd a 10 000 rpm x 10 minutos y se filtro el
sobrenadante mediante membranas de 0,45 .m, con esta suspension se realizaron 4
enfrentamientos fago-bacteria, consistentes en mezclar el bacteriéfago con su respectivo
hospedero, a fin de aumentar el titulo del bacteriéfago para ello se inocul6 1mL de filtrado
y 1 mL de cepa de toda la noche en 8 mL de TSB incubandose 24 horas a 37°C y
posteriormente se centrifugo y filtré como previamente se ha descrito. A partir del filtrado
final se realizaron diluciones 1/10 hasta alcanzar la dilucién 10° y se procedio6 al cultivo
cuantitativo mediante la técnica de bicapa (cada dilucion por triplicado). Las placas fueron
incubadas a 35°C por 24 horas, se contaron las placas Petri que presentaron un nimero
de entre 30 y 300 placas de lisis, de esta manera se determiné la concentracion de fagos

en Unidades Formadoras de Placas por mililitro (UFP/mL).

5.2.2. Caracterizacion de Bacteriéfagos

5.2.2.1 Determinacion de la especificidad litica frente a cepas nativas de

P. aeruginosa

SH HPSOHy OD WpFQLFD GHO DJD Uy VIXISRyki®ribpRagelagaR SRQ EDF W+t
ello primero se tuvo placas con base de TSA (15 mL aprox), posteriormente se emple6
MTA licuado a 48°C y se dispenso en alicuotas de 4 mL en tubos de 10 mL, A cada tubo

se inoculd 100 pL de una suspension de bacteriéfagos de titulo 10° UFP/mL, se mezclé
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empleado un vortex, inmediatamente esta mezcla fue distribuida homogéneamente en la
placa con base de TSA (15mL aprox.) y se dej6 solidificar a temperatura ambiente en una
superficie plana generando una placa de agar suplementado con bacteriéfagos
(experimental), de manera parecida se procedera con la placa control pero sin afiadir la

suspension de bacteriéfagos a evaluar.

En un tubo de microcentrifuga de 200 uL se agregaron 100 L de buffer fosfato (pH 7,3) y
con un palillo de dientes estéril se colectd y resuspendidé una colonia de P. aeruginosa
crecida en medio sdélido. De esta suspension se inoculd una gota de 3 L sobre el
medio, tanto en el medio suplementado con bacteriéfagos (experimental) como en el que
no fue suplementado (control) y se dejaron secar las gotas por 10 minutos.
Posteriormente las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas. La lectura se realiz
mediante la comparacion de la placa experimental con la placa control, si la cepa era
susceptible a la infeccién del bacteriéfago, su crecimiento Unicamente se evidenciaba en
la placa control mas no en la experimental. (Letarov et al., 2017). Esta operacion se repitio
para todos los aislamientos de P. aeruginosa y posteriormente se seleccion6 al
bacteriéfago que presentdé un mayor rango de hospedero y caracteristicas morfolégicas
compatibles con un fago litico (tamafio y claridad de la palca de lisis), y se evalu6é su
especificidad litica frente a cepas estandar a fin de realizar una mejor descripcion de su
rango de hospedero. Se incluyeron las cepas ATCC, Pseudomonas aeruginosa 27853,
Escherichia coli 25922, Klebsiella pneumoniae 700603, Enterococcus faecium 29212,
Enterococcus gallinarum 45973, Salmonella Tiphy 14028, Salmonella Enteritidis 13076 y

Staphylococcus aureus 25923, a fin de una mejor caracterizacion.

37



5.2.22 Curva de crecimento de 3XQ VROR SDVFRstep yeo@tH

FXUYH’

Una vez evaluadas las caracteristicas morfoldgicas, asi como el rango de hospedero, se

selecciond un bacteridfago, en base a las caracteristicas ya mencionadas, para

determinar su ciclo de replicacién, tiempo de generacion y el tamafio de estallido (nUmero

de fagos producidos por bacteria infectada). Para ello se realizé la curva de un solo paso

de acuerdo al método de Pajunen et al., (2000) con algunas modificaciones:

Se inocularon 15 mL de TSB con la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. Se
incub6é durante 18 +20 horas a 35 +37 . EI crecimiento bacteriano fue
cuantificado mediante el recuento de UFC en placas de las diluciones 10°, 10° y
10”.procedimiento empleado para calcular la MOI (multiplicidad de infeccion)
(MOI= Nimero UFP/ Numero UFC de P. aeruginosa).

En un tubo de 15 mL fueron colocados 2 mL del cultivo bacteriano y 0.1 mL de una
suspension de bacteriéfagos (1 x 10° UFP/mL). La mezcla fue homogeneizada
mediante vortex y mantenida en reposo durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Un volumen de 0.1 mL de la mezcla anterior fue diluido en 9.9 mL de TSB. Luego
de mezclar mediante vortex se tom6 0.1 mL y fue diluido en 9.9 mL de TSB. Esta
tltima dilucién fue incubada a 35 - 37 & tomando previamente un volumen de 100
R para cuantificar el nimero inicial de bacteriéfagos al tiempo cero (ty).

A intervalos regulares (5 minutos) se cuantificaron los bacteriéfagos presentes en

la suspensién mediante el método de la doble capa de agar, realizado por
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duplicado. Los conteos se realizaron en las placas que contenian entre 30 a 300

UFP.

5.2.2.3 Microsc opia electronica

La morfologia de los bacteri6fagos fue examinada mediante microscopia electrénica
empleando el método de tincion negativa, para lo que se tomd una rejilla de cobre
revestida por Formvar, y se afiadié a su superficie 10 yuL de una solucion del bacteriéfago
(10" UFP/mL) y se dejo fijar por 15 minutos. posteriormente esta fue tefiida con acetato
de uranilo al 2% por 15 minutos. se removio el excedente para observar la muestra en el
microscopio de transmision (TEM) JEOL JEM-1400Plus a 110 kV con una ampliacion de
120 000 X. los bacteriéfagos fueron clasificados de acuerdo a las directrices del Comité

Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Lefkowitz et al., 2016).
Este trabajo fue realizado en el Instituto Carlos Chagas Fiocruz +Parana zBrasil.
5.2.2.4. Analisis estadistico

Se empled la prueba de hipétesis para evaluar la asociacion entre las diferentes
caracteristicas evaluadas en los aislamientos de P. aeruginosa asi como la asociacion de
estas caracteristicas con la resistencia a los bacteriéfagos aislados. Se consider6 como

significativo un p < 0,05 para confirmar la hipotesis.
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VI RESULTADOS

6.1 Pseudomonas aeruginosa

6.1.1 Aislamiento de P. aeruginosa a partir de muestras clinicas

Entre enero y febrero del 2018, se obtuvieron 42 aislamientos de P. aeruginosa, 18
provenientes de una clinica privada (PAE 1- 19), el aislamiento PAE 4 se elimin6 del
estudio al no ser confirmada como P. aeruginosa, y 24 de un Hospital Nacional de Nivel

Il de la ciudad de Lima (PAE 20 +43) (Tablal).

6.1.2 Caracterizacion de aislamientos

6.1.2.1 Sensibilidad a antibi6ticos

Se obtuvieron niveles de resistencia de los 42 aislamientos de P. aeruginosa para 6
grupos de antibiéticos distintos (Tabla 2). De estos, 16 (38%) fueron considerados
resistentes, 7 (16,6 %) multirresistentes, 18 (42,8 %) extremadamente resistentes y 1
(2,3%) panrresistentes (Tablal). La prueba de hipotesis determiné una asociacion entre la
procedencia de los aislamientos y la clasificacion de la resistencia (p=0,012), siendo los
aislamientos de la clinica privada en mayoria MDR mientras que los aislamientos del

Hospital Nacional de Nivel lll en su mayoria fueron considerados como XDR (Tabla 3).
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Tabla 1. Caracteristicas de los aislamientos de P. aeruginosa . Cuadro

integrativo de las caracteristicas (Procedencia, perfil de resistencia, produccion de
biopelicula y deteccién de profagos) de los 42 aislamientos de P. aeruginosa.

CLASIFICACION DE PRODUCCION DE

CEPA PROCEDENCIA RESISTENCIA BIOPELICULA DETECCION DE PROFAGOS
PAE 1 CLINICA PRIVADA Resistente Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 2 CLINICA PRIVADA Resistente Moderada No se detecto profagos

PAE 3 CLINICA PRIVADA XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 5 CLINICA PRIVADA MDR Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 6 CLINICA PRIVADA MDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 7 CLINICA PRIVADA MDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 8 CLINICA PRIVADA XDR Moderada No se detecto profagos

PAE 9 CLINICA PRIVADA Resistente Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 10 CLINICA PRIVADA XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 11 CLINICA PRIVADA Resistente Moderada No se detecto profagos

PAE 12 CLINICA PRIVADA Resistente Fuerte No se detecto profagos

PAE 13 CLINICA PRIVADA PDR Moderada No se detecto profagos

PAE 14 CLINICA PRIVADA MDR Debil-ninguna No se detecto profagos

PAE 15 CLINICA PRIVADA Resistente Moderada No se detecto profagos

PAE 16 CLINICA PRIVADA MDR Moderada No se detecto profagos

PAE 17 CLINICA PRIVADA XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 18 CLINICA PRIVADA MDR Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 19 CLINICA PRIVADA Resistente Fuerte No se detecto profagos

PAE 20 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il Resistente Moderada Presencia de profago inducible
PAE 21  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il MDR Fuerte Presencia de profago espontaneo
PAE 22 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 23  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Fuerte Presencia de profago inducible
PAE 24  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Fuerte No se detecto profagos

PAE 25 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Moderada No se detecto profagos

PAE 26  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Moderada Presencia de profago inducible
PAE 27  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Moderada Presencia de profago espontaneo
PAE 28  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Moderada Presencia de profago espontaneo
PAE 29  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il Resistente Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 30 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il Resistente Débil-ninguna No se detecto profagos

PAE 31  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 32 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Moderada Presencia de profago inducible
PAE 33  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Moderada Presencia de profago inducible
PAE 34  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Moderada Presencia de profago espontaneo
PAE 35 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Débil-ninguna Presencia de profago inducible
PAE 36 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Moderada Presencia de profago inducible
PAE 37  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Moderada Presencia de profago espontaneo
PAE 38 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Moderada Presencia de profago espontaneo
PAE 39 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Fuerte No se detecto profagos

PAE 40 HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I XDR Fuerte Presencia de profago espontaneo
PAE 41  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Fuerte No se detecto profagos

PAE 42  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL I Resistente Fuerte Presencia de profago inducible
PAE 43  HOSPITAL NACIONAL DE NIVEL Il XDR Moderada No se detecto profagos
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Tabla 3. Procedencia del aislamiento y su asociacion con la cl asificacion de la
resistencia. Prueba de hipétesis para determinar la asociacion entre la procedencia

del aislamiento y clasificacion de la resistencia (n=42)

Procedencia
Valor de p
Clinica Privada Hospital Nacional de Nivel lII
Clasificacion
de Resistencia 0.012
Resistente 7 (43.8) 9(56.2)
MDR 6 (85.7) 1(14.3)
XDR 4(22.2) 14 (77.8)
PDR 1 (100.0) 0 (0.0)

Nota: Porcentajes mostrados en columna

A fin de realizar una mejor comparaciéon con otros estudios se determind las tasas de no
susceptibilidad (suma de porcentajes de aislamientos Resistentes e Intermedios) de estos
aislamientos. Obteniéndose para el Hospital Nacional de Nivel I, tasas de No
susceptibilidad del 83% para meropenem, 83% para imipenem, 62,5% para cefepime,
45,8% para ceftazidime, 41,6% para piperacina tazobactam, 62,5 % para ciprofloxacina ,
33,3% para amikacina, 45,8 %. para gentamicina y 0% para colistina, la no susceptibilidad
para los aislamientos de la clinica privada fueron del 66,6 % para meropenem , 77,7%
para imipenem, 61,1% para cefepime, 61,1% para ceftazidime, 100% para
piperacina/tazobactam, 28% para ciprofloxacina, 28% para amikacina y gentamicina v,

5,5% para colistina (Figura 4).

6.1.2.2  Produccion de biopelicula

Dieciséis (38%) de los aislados fueron caracterizados como fuertes productores de
biopelicula, 18 (43%) como productores medios, mientras que 8 (19%) fueron

caracterizados como productores débiles o no productores, ademés se observaron
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diferencias relevantes entre ambos centros de salud con respecto a la producciéon de
biopelicula de sus aislados (Tablal). El andlisis estadistico no mostré asociacion entre
esta caracteristica con otras caracteristicas de los aislamientos evaluados en el presente
estudio (procedencia, clasificacion de resistencia, deteccion de profagos y resistencia a

bacteriofagos).

Figura 4. Niveles de No sensibilidad en  P. aeruginosa 2 centros de salud . Cuadro
comparativo de niveles de No sensibilidad total a antibiéticos entre los aislados del
Hospital Nacional de Nivellll y la clinica privada. AK: amikacina GN: gentamicina CL:
colistina MER: meropene IMI: imipenem FEP: cefepime CIP: ciprofloxacina PIP/TAZ:
Piperacillina/tazobactam CAZ: ceftazidima



6.1.2.3 Deteccién de profagos

La induccion de profagos por mitomicina C detectd 15 aislamientos con profagos
(35,7%), estos en su totalidad provenian del Hospital Nacional de Nivel lll, representando
el 62,5% de los aislamientos de dicho hospital (Tabla 1). De estos, 7 fueron considerados
profagos espontaneos y 8 profagos inducibles representando 16,6 % y 19 % del total de
aislamientos respectivamente (Figura 5). La prueba de hipotesis realizada para determinar
la asociacion entre la procedencia del aislamiento y la deteccion de profagos confirmé

esta relacion siendo los aislamientos con profagos mas prevalentes entre los aislamientos

del . (p<0,001) (Tabla 4).

Figura 5. Induccion de profagos por mitomicina C . Resultados de la induccién de
profagos observados a 40x (A) PAE 27 se observan pequefias placas de lisis en la placa
control(sin mitomicina); (B) PAE 27 se observan placas de lisis en la que placa
experimental (con mitomicina C),Resultado PAE 27: Profago espontaneo ; (C) PAE 23
placa control no presenta placas de lisis; (‘tﬁ PAE 23 placa experimental se observan
pequeias placas de lisis. Resultado PAE 23: Profago Inducible



Tabla 4. Procedencia del aislamiento y su asociacion con la pr oduccion de profagos.
Prueba de hipotesis para determinar la asociacion entre la Procedencia del aislamiento y la
deteccion de profagos (n=42)

Procedencia
_ _ _ _ _ Valor de p
Clinica Privada Hospital Nacional de Nivel liI

Deteccion de
Profagos < 0.001

Negativo 18 (66.7) 9(33.3)

Inducible 0(0.0) 8 (100.0)

Espontaneo 0(0.0) 7 (100.0)

Nota: Porcentajes mostrados en columna

6.2 Bacteridfago

6.2.1  Aslamiento de bacteri6fagos

Se aislaron y purificaron 9 bacteriéfagos; 5 a partir de efluentes hospitalarios que fueron
denominados N0$5&*$ nO0$5&% n & $ n3%$ \ n2$8 \ D SDUWLU GH P>
GHO ULR /XUtQ TXH IXHURQ GHQRPLQDGRW nBN;0; estoNO; NO;
bacteri6fagos fueron aislados utilizando la cepa P. aeruginosa ATCC 27853 con
excepcion del EDFWHU Ly I D J&ue par& sufaislamiento se empleé6 como hospedero
el aislamiento salvaje PAE 10 (Figura 6). Estos bacteriéfagos presentaron diferentes tipos

de morfologia (tamafio y aspecto) los cuales se explican a detalle en la Tabla 5.
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Figura 6 Placas de Lisis de bacteri6fagos nativos
Placas de lisis de los bacteri6fagos N0$5 &GA, n0$5 &
GB n3%$ n & ai$lados de efluentes hospitalarios.
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Tabla 5. Caracteristicas principales de los bacteriofag  os de P. aeruginosa aislados y
su evaluacion de rango de hospedero . Cuadro integrativo de las carcteristicas (fuente,
tamafio de placa, caracteristicas de placa, rango de hospedero) de los 9 fagos nativos
aislados en el presente estudio.(+:positivo;-:negativo; NSR: no se realiz6)

BACTERIOFAGOS

CODIGO n0$5& *% n& $ n3$ n2$ NO; NO; NO; no;
Efluente Efluente Efluente Efluente Rio Lurin - | Rio Lurin-| Rio Lurin- | Rio Lurin -
FUENTE . . . . R . ) . . . . .
hospitalario hospitalario hospitalario | hospitalario Lima Lima Lima Lima
TAMANO lmm 0,5mm 4mm 4 mm 4 mm 3mm 3mm 3mm
centro claro/borde centro
CARACTERISTICAS turbio claro/borde [ Centro claro | Centro claro |Centro claro |Centro claro | Centro claro |Centro claro
turbio

PAE 1

PAE 2

PAE 3

PAE 5

PAE 6

PAE 7

PAE 8

PAE 9

PAE 10
PAE 11
PAE 12
PAE 13
PAE 14
PAE 15
PAE 16
PAE 17
PAE 18
PAE 19
PAE 20
PAE 21
PAE 22
PAE 23
PAE 24
PAE 25
PAE 26
PAE 27
PAE 28
PAE 29
PAE 30
PAE 31
PAE 32
PAE 33
PAE 34
PAE 35
PAE 36
PAE 37
PAE 38
PAE 39
PAE 40
PAE 41
PAE 42
PAE 43

P. aeruginosa 27853
E.coli 25922

K. pneumoni 700603
E. faecium 29212

E. Gallinarum 45973

S. Tiphy 14028

S.Enteritidis 13076
St. Aureus 25923

RANGO DE HOSPEDERO (BACTERIOPHAGE AGAR)
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6.2.2  Caracterizacion de bacteri6fagos

6.2.2.1 Rango de hospedero

De los bacteriéfagos aislados de efluente hospitalario: el fago NVMARC-GA logré infectar a
7 aislamientos; el fago NVIARC-GB logro infectar a 6 aislamientos, todos de la clinica
privada; el fago N6C1/A logré infectar a 7 aislamientos; los fagos NPAy NOA presentaron
perfiles similares infectando ambos a 7 aislamientos, todos de la clinica privada. Los
bacteriéfagos aislados de agua de rio Unicamente lograron infectar a varios aislamientos
de la clinica privada: el fago NVIX-12 logré infectar a 5 aislamientos, el fago NVIX-14 logré
infectar a 1 aislamiento, el fago NVIX-5 logré infectar a 1 aislamiento y finalmente el fago
NVIX-10 logré infectar a 3 aislamientos (Figura 7; Tabla 5). El andlisis estadistico
demostré asociacion entre resistencia a fagos y la procedencia de los aislamientos

resistentes, siendo los aislamientos mas resistentes a la mayoria de nuestros fagos los

provenientes del Hospital Nacional de Nivel Il (p<0,05) (Tabla 6), asi también se

determiné la asociacion entre resistencia a fagos y la clasificacion de resistencia
antimicrobiana siendo los aislamientos MDR mas sensibles a la infeccion por

bacteriéfagos (p<0,05) (Tabla 7). No se encontré una asociacion entre la produccion de

biopelicula y la resistencia a los bacteriofagos aislados.
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Figura 7 Rango de hospedero mediante la metodologia Sbacteriophage agar
Resultados de la determinacion del rango de hospedero del bacteriofago NVIARC-GA (A)
placa control presenta el crecimiento normal de los aislamientos (B) placa experimental
(suplementada con el bacteri6fago NVMARC-GA) presenta la inhibicién del crecimiento de
los aislamientos sensibles al bacteriofago NVIARC-GA.

Tabla 6. Procedencia del aislamiento y su asociacion con la re sistencia a fagos.
Prueba de hipétesis para determinar la asociacion entre resistencia a fagos y la procedencia del
aislamiento (n=42)

Clinica Privada (n=18) Hospital Nacional de Nivel Il (n=24)

valor de p
n (%) n (%)
NO0$5 &GA 12 (66.7) 23 (95.8) 0.031
n0$5 &GB 12 (66.7) 24 (100.0) 0.004
n& $ 16 (88.9) 19 (79.2) 0.679
n3$ 13 (72.2) 24 (100.0) 0.010
n2$ 13 (72.2) 24 (100.0) 0.010
NO; 13 (72.2) 24 (100.0) 0.010
NO; 17 (94.4) 24 (100.0) 0.429
NO; 15 (83.3) 24 (100.0) 0.071
no; 17 (94.4) 24 (100.0) 0.429

Nota: Porcentajes mostrados en columna
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Tabla 7. Clasificacion de resistencia y su asociacién con la r

esistencia a fagos.

Prueba de hipétesis para determinar la asociacion entre Resistencia a fagos y la

clasificacion de resistencia antimicrobiana (n=42)

Resistente (n=16) MDR (n=7) XDR (n=18) PDR (n=1)
valor de p
n (%) n (%) n (%) n (%)
NO0$5 &A 13 (81.3) 3(42.9) 18(100.0) 1 (100.0) 0.004
n0$5 &GB 12 (75.0) 6 (85.7) 18 (100.0) 0 (0.0) 0.017
n& $ 14 (87.5) 7 (100.0) 13(72.2) 1 (100.0) 0.452
n3$ 15 (93.8) 3 (42.9) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.001
n2$ 15 (93.8) 3 (42.9) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.001
NO; 15 (93.8) 3 (42.9) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.001
NO; 16 (100.0) 6 (85.7) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.190
NO; 16 (100.0) 4 (57.1) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.005
no; 16 (100.0) 6 (85.7) 18 (100.0) 1 (100.0) 0.190

Nota: Porcentajes mostrados en columna
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6.2.2.2 Curva de crecimento GH 3XQ VROR SDWRp grédet H

FXUYH’

La curva de un solo SDVR GHO |ID JBA BOfiea&do a P. aeruginosa ATCC 27853
como hospedero, con una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,05. Se observa en la
Figura 8, que el IDJR QDWLYRGANQpP®Shtdo un periodo de latencia de
aproximadamente 40 minutos y el tiempo en que dicho fago libera su progenie (explosion
0 burst) se dio a los 50 minutos con una liberacion promedio de 100 bacteriéfagos por
bacteria infectada, el periodo de ensamblaje y liberacion tomd 15 minutos, comenzando

en el minuto 40 y concluyendo en el minuto 55.

Periodo de ensamblaje y

< > ( u)eracic’m )

v

Figura8. Cur YD GH PXOWLSOLFDFLYQ GGurvaxi®crdniddrto®0NR
paso del bacteri6fago N 0$5 &GA en la cepa hospedera Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, se observa el numero de bacteriéfagos producidos por tiempo.
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6.2.2.3  Microscopia electrénica

En la micrografia del bacteri6fago N 0$5 &GA, se observa que éste presenta cabeza con
morfologia icosaédrica con un diametro 69,22 nm, posee una cola corta no flexible con un
tamafio de 11,38 x 9 nm. Siguiendo las directrices para la clasificacion viral de la de la
ICTV en el 2016 (Lefkowitz et al., 2016), se determin6 que la morfologia de la
ultraestructura del bacteriéfago en cuestion correspondia al morfotipo C1 de la Familia
Podoviridae, Orden Caudovirales, cuyas caracteristicas principales son presentar una

capside icosaédrica y una cola corta como se puede observar en la Figura 9.

Figura 9. Micrografia electrénica del bacteriéfago N 0 $5 &GA. Tincion
negativa, utilizando acetato de uranilo al 2%. Escala de 50 nm con magnitud
de aumento de 120 000X (la flecha blanca sefiala la cola)
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VL. DISCUSION

En la actualidad Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdgenos de mayor
importancia clinica debido a su versatilidad para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos por diferentes mecanismos moleculares los cuales realizan sinergia lo
gue conduce al fenbmeno de multirresistencia. En este estudio los porcentajes de no
susceptibilidad de los aislamientos de P. aeruginosa fueron elevados, pero méas aun los
aislamientos procedentes del Hospital Nacional de Nivel Il presentaron niveles mas
elevados de no susceptibilidad en la mayoria de antibidticos betalactamicos con la
excepcion de piperacillina/tazobactam, este patrén se repiti6 con aminoglicésidos vy
fluroquinolonas, es importante mencionar que para colistina, sefialado actualmente como
antibiético de udltimo recurso para infecciones por bacterias multidrogo-resistentes, se
obtuvo una no sensibilidad del 1% sin embargo, considerando que en la actualidad existe
un debate sobre las metodologias de evaluacion de su sensibilidad, y la mayoria de
sistemas automatizados como la plataforma Vitek (empleada en este estudio) han sido
objetadas. Consideramos esta una limitacién del estudio, pudiendo haberse generado
resultados falsos negativos que podrian haber subestimado el porcentaje mencionado
(Mayers et al, 2017). Comparando los porcentajes de no susceptibilidad de los
aislamientos obtenidos en este estudio con los niveles de no susceptibilidad obtenidos en
Argentina segun el reporte de vigilancia realizado por el Instituto Carlos Malbran en el afio
2016 (INEI-ANLIS), se encuentran diferencias importantes, asi para los antibioticos
betalactdmicos se presentaron tasas de no susceptibilidad cercanas al 20%, siendo
significativamente inferiores a los porcentajes de resistencia de los aislamientos obtenidos
en este estudio para betalactamicos y otros antibitticos, (SIREVA, 2016), algo muy similar
ocurre al comparar los porcentajes de no susceptibilidad de nuestro estudio con los

obtenidos de la vigilancia nacional de resistencia a antimicrobianos en Bogota - Colombia
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realizada el 2014 (Ovalle, et al., 2017), siendo nuestros niveles de no susceptibilidad muy
superiores, tanto para aislamientos de unidades de cuidados intensivos y de otras areas
de hospitalizacion. En Perq, el dltimo informe de resistencia antimicrobiana en bacterias
de origen hospitalario realizado por el Instituto Nacional de Salud (INS) en el afio 2012
nos revela indices de no susceptibilidad en P. aeruginosa muy parecidos a los obtenidos
en los aislamientos procedentes del Hospital Nacional de Nivel lll, con la diferencia que
los niveles de no susceptibilidad, a carbapenems y cefepime, de nuestros aislamientos,
fueron mucho mas elevados; para los aminoglicésidos los niveles fueron bajos. De otro
lado los aislamientos de la clinica privada mostraron niveles cercanos a los presentados
por el estudio del INS, para todos los betalactamicos con excepcion de
piperacillina/tazobactam donde los porcentajes de no susceptibilidad fueron mucho mas
altos a lo descrito por el INS (INS, 2012). La mayoria de aislamientos presentaron
diferentes perfiles de resistencia: MDR, XDR e inclusive un aislamiento PDR, ademas la
estadistica inferencial empleada determin0 que existe una relacion entre las
clasificaciones de resistencia previamente mencionada y la procedencia de los
aislamientos, encontrdndose mas aislados MDR en los procedentes de clinica privada,

mientras que predominaron los XDR en los aislamientos del Hospital Nacional de Nivel il

Para la determinacion de la produccion de biopelicula empleamos el método del tubo
descrito por Christensen et al. (1982) que si bien no es descrito como el Yold standard ”
posee una sensibilidad del 84.3%, una especificidad del 58.6% y una exactitud del 75%
como segun lo reportado por Shivani et al., (2014) trabajando con P. aeruginosa,
parametros bastante aceptables para detectar la produccion de este mecanismo de
resistencia. Se encontrd un 38% de aislados caracterizados como fuertes productores de
biopelicula, porcentaje elevado en comparacion a otros estudios que obtuvieron entre un

10 y 20% (Shivani et al. 2014; Costa et al., 2017), mas aun si consideramos que tales
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estudios evaluaron aislamientos provenientes de vias respiratorias, en donde se ha
descrito que la produccién de biopelicula es elevada. Como fue mencionado previamente
no se encontro relacion estadistica significativa entre la produccion de biopelicula y los

perfiles de susceptibilidad de los aislamientos en estado plancténico (Costa et al., 2018).

Se determin6 1 J P /como la concentracion optima de mitomicina C a emplear,
debido a que concentraciones elevadas de mitomicina C pueden llevar a la inhibicion total
del crecimiento del aislamiento a evaluar, por otro lado concentraciones bajas ocasionan
gue el mutageno no tenga efecto alguno. Casualmente la concentracion obtenida coincide
con la recomendacion de Clokie y Kropinski (2008), empleada para induccion de profagos
de Lactobacillus. Si bien, para la deteccion de profagos, se han descrito diferentes
metodologias e inductores, es importante considerar que la induccion de la lisis de los
profagos no siempre permite detectar todos los bacteriéfagos funcionales mas aun se ha
demostrado que no son utiles para la deteccion de profagos defectuosos (Borysowsky et
al., 2014). La presencia de profagos en bacterias patdégenas, esta asociada a diferentes
beneficios como el transporte genético horizontal, recursos de variacion genética y
ventajas de competicién bacteriana, como se menciona en varios trabajos previos (Davies
et al., 2016; James et al., 2012). Por otro lado, estos profagos suelen contener genes que
confieren al hospedero resistencia a la superinfeccion por otros fagos, como los que son
empleados en fagoterapia pudiendo presentar un inconveniente para su empleo (Samson

et al., 2013).

El analisis estadistico permitio evidenciar una relacion significativa entre la
procedencia de los aislamientos y la deteccion de profagos (Tabla 5), siendo los
aislamientos del Hospital Nacional de Nivel Il los que presentaron mas profagos
inducibles y espontaneos, lo que permite plantear que los aislados de este centro de

salud presentarian caracteristicas diferentes respecto a su diversidad genética y aptitud
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que los aislamientos de la clinica privada. Las cepas epidémicas de Liverpool (LES)
componen un grupo especifico determinado por andlisis de macro restriccion
caracterizadas principalmente por estar asociadas a niveles altos de resistencia a los
antibidticos, causar superinfeccion en pacientes previamente infectados, con una cepa
distinta, y generalmente estar asociadas a un mal pronostico para el paciente (Jeukens et
al., 2013), estas tienen la particularidad de presentar tanto bacteriéfagos inducibles como
espontaneos, los cuales les brindan diferentes caracteristicas como la capacidad de
superinfeccion con respecto a otras cepas de P. aeruginosa, asi como diversos factores
de virulencia (Davies, 2015); caracteristicas que nos permiten proponer una similitud al
menos fenotipica con los aislamientos del Hospital Nacional de Nivel lll. Si bien segun el
método de induccién se observaron 2 tipos de profagos: inducibles y espontaneos (segin
la nominacion de Lwoff en 1962) En el caso de estas no se encontro relacion estadistica
entre la ausencia o presencia de bacteri6fagos (inducibles y espontdneos) con la
produccioén de biopelicula, lo cual coincide con lo descrito por Nanda (2015); Asi también,
en nuestros aislados no se encontr6 una relacion significativa entre la resistencia
antimicrobiana y la presencia de profagos, esto puede ser atribuido a que una de las
maneras de obtener resistencia a diferentes antibiéticos, es el resultado de la mutacion,
como es conocido en patdgenos como P. aeruginosa, lo cual se ve reflejado en las cepas
LES cuyas altas tasas de resistencia estan asociadas a mutaciones puntuales en la

expresion de bombas de eflujo (Salunkhe et al., 2005).

Los resultados obtenidos nos permiten evidenciar los elevados niveles de resistencia
a antimicrobianos en nuestro medio y una gran diversidad fenotipica de los aislamientos
de P. aeruginosa de dos establecimientos de salud de la ciudad de Lima lo cual refleja el
grave problema de la resistencia a antibiéticos en el Perd, sus consecuencias son severas

para el sistema de salud pues limitan las opciones terapéuticas, obligando a los clinicos a
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emplear estrategias de tratamiento mas costosas y agresivas, como lo es el tratamiento
prolongado y continuo con betalactamicos o el empleo de polimixinas a pesar de su
elevada toxicidad (Mayers et al., 2017). Frente a este problema es necesario el empleo de
politicas de control, las cuales deben ir de la mano con el desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas para asegurar su efectividad. En la actualidad los bacteriéfagos
se muestran como una alternativa terapéutica que puede surgir como remplazo o
complemento a los antibidticos, sin embargo todavia se requiere dilucidar muchos
aspectos relacionados a su empleo, por lo que se hace necesario realizar estudios a nivel
microbiolégico, molecular y clinico. En este contexto se realizé el presente estudio
aislandose nueve bacteri6fagos liticos capaces de infectar a aislamientos clinicos de P.
aeruginosa con el fin de emplearlos en fagoterapia de infecciones causadas por este

patégeno.

La especificidad de los bacteriéfagos es casi tan diversa como los bacteri6fagos
mismos, inclusive ello es considerado como una desventaja frente a los antimicrobianos
convencionales ya que estos Ultimos pueden ser empleados en tratamientos empiricos
debido a su amplio rango de accién, por ello se recomienda la identificacion de
bacteriofagos que tengan actividad litica frente a diferentes clonas de una especie
bacteriana, razon por la cual en el presente estudio se evaluaron diversos bacteriéfagos
buscando su actividad frente a ambas poblaciones de P. aeruginosa. Los nueve
bacteriofagos aislados fueron efectivos frente a 19 aislamientos del germen de estudio
(45% del total de aislados) encontrandose una relacion estadisticamente significativa
entre la resistencia a los bacteriéfagos evaluados y la procedencia de los aislamientos
siendo los aislados de la clinica privada la poblacién més susceptible (Tabla 6), (78 % de
aquella poblacion), resultados muy parecidos a los que obtuvieron Latz et al. (2017)

quienes lograron abarcar un espectro del 79% de aislamientos multirresistentes a
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antibiéticos, que resultaron sensibles a sus bacteriéfagos aislados. Los aislamientos del
Hospital Nacional de Nivel Il demostraron ser los mas resistentes a los bacteri6fagos.
Los aislamientos bacterianos resistentes a los bacteriéfagos aislados presentaron
diferentes perfiles de produccién de biopelicula, no encontrdndose relacion estadistica
entre estas dos variables, por otro lado la clasificacion de resistencia a antibiéticos
presentd una relacion estadisticamente significativa con la resistencia a bacteriéfagos
siendo las cepas MDR mas sensibles a la mayoria de nuestros bacteriéfagos aislados

mientras que las XDR presentaron mas resistencia a la infeccion por estos (Tabla 7).

Existe una gran diversidad de mecanismos de resistencia a bacteriéfagos. Los
profagos al infectar a una bacteria brindan una serie de ventajas competitivas, una de
ellas es la resistencia a la superinfeccion por otros bacteriéfagos, lo que permite que la
cepa hospedera se mantenga viable y que el profago no tenga que competir por los
recursos celulares de esta (Bondy-Denomy et al,. 2016; Samson et al,. 2013). Si bien los
aislamientos bacterianos resistentes a nuestros bacteri6fagos mostraron diferentes
caracteristicas, como presencia de profagos, el bacteri6fago N & $ IXH FDSD] GH
superinfectar a una bacteria con esta caracteristica ademas de ser efectivo principalmente
frente a aislamientos del Hospital Nacional de Nivel Il (poblacion de aislamientos mas
resistente a bacteridfagos), esto refleja cierta similitud con los resultados obtenidos por
Bondy-Denomy et al., (2016) donde se observaron diferentes patrones de superinfeccion
en cepas lisdgenas; asi también Essoh et al. (2013), en una poblacion de aislados de P.
aeruginosa con un 90% de cepas lisoégenas, logro el aislamiento de bacteriéfagos
capaces de superinfectar a estas cepas. Es conocido que las bacterias pueden desarrollar
resistencia a bacteriéfagos por distintos medios sin embargo esto no significa un
impedimento para aplicar esta opcion terapéutica ya que una de las mayores ventajas de

los bacteri6fagos como agente antimicrobiano es evolucionar tan rapido como sus
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hospederos desarrollando nuevas formas de infectarlos (Samson et al., 2013; Pirnay et
al., 2018) asi que para evitar la generacion de cepas resistentes se recomienda el empleo
de un coctel de bacteriéfagos (solucion de 2 6 mas bacteriofagos), de tal manera si la
cepa a tratar desarrolla resistencia a un bacteriéfago esta pueda ser infectada por el otro

(Merabishvili et al., 2017).

Tomando el rango de hospedero y la morfologia de placa de lisis como caracteristicas
principales para la selecciéon del bacteri6fago candidato a fagoterapia, se seleccioné al
Fago N 0$5 &GA para la caracterizacion microbiolégica completa, cabe resaltar que otro
de los candidatos fue el fago NC6/1A pero debido a que su cepa hospedera fue una XDR
y no fue posible su amplificacion con P. aeruginosa ATCC 27853, fue descartado ya que,
segun mencionan Lobocka et al., (2014) una cepa con caracteristicas patogénicas como
la multirresistencia no debe ser empleada como cepa de amplificacion, por el peligro
biolégico que esta supone, de la misma forma Pirnay et al. (2018), mencionan entre los
requerimientos para fagoterapia el empleo de cepas no o0 poco patogénicas para la

produccion de bacteriofagos.

Cada bacteriofago presenta un rango de hospedero particular, en el caso de
fagoterapia es deseable mas no indispensable que el bacteriéfago presente un rango de
hospedero amplio, que le permita infectar diversas clonas y componer un ¥octel " que
contenga pocos bacteriéfagos y alcance un rango amplio de efectividad, equiparable a un
antibiético de amplio espectro sin sus desventajas (Ross et al., 2016; Casey et al., 2018).
El bacteriéfago N 0$5 &GA logré infectar Unicamente a un 14% de la poblacion total, esto
responde a diversos factores como el mismo fago, el estado fisiolégico del huésped o
también la resistencia a los bacteriéfagos del huésped (Ormala y Jalasvuori, 2013). Pese
a su rango de hospedero un tanto estrecho, el bacteri6fago N 0$5 &GA logré infectar

aislamientos de P. aeruginosa resistentes y multirresistentes, asi también a productoras y
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no productoras de biopelicula por lo que sumado a las caracteristicas morfolégicas
previamente mencionadas le permitieron ser seleccionado como candidato para

fagoterapia.

Las caracteristicas del ciclo de replicaciéon de un bacteri6fago dependen de la
naturaleza misma de este bacteri6fago asi como la del hospedero bacteriano que se
emplee para este fin, teniendo en algunos casos una mayor o menor eficiencia con un
hospedero diferente otro de los factores relevantes para el ciclo de replicacion del fago es
el ambiente al que se enfrenta el huésped influyendo directamente en el tamafo de
explosiéon del bacteriofago (Middelboe et al., 2000). Estas caracteristicas del ciclo de
replicacion son de suma importancia para conocer mejor el potencial de un bacteriéfago
como agente terapéutico. Comparando el ciclo de replicacion GHO EDFWHULYIDJR NO$!
GA con los ciclos de replicacion de los bacteriéfagos aislados por Latz et al. (2017)
también de P. eruginosa MDR este se asemeja a las caracteristicas de ciclo de vida del
bacteriofago SL1 (aislado por Latz) el cual posee un periodo de latencia de 45 minutos y
un tamafio de explosion de aproximadamente 100 bacteriofagos y difiriere del
bacteriéfago SL2 y SL4 que presentan un periodo de latencia de 30 y 50 minutos y un
tamafio de explosion de 22 y 16 bacteriéfagos, respectivamente; De otro lado los
bacteriéfagos vB_kakheti25 y vb pe-tbilisim32 aislados por Karumidze et al. (2012)
presentan un tiempo de latencia de 20 minutos y un tamafio de explosion de 120 y 210
UFP respectivamente siendo estos superiores en ambas caracteristicas de productividad

alfago N0$5 &GA.

Finalmente, comparando el fDJR N 0$6A& con fagos caracterizados para otros
hospederos, Como el fago S6 de Flores (2017) para Salmonella Tiphymurium, este ultimo
presenta un tamafo de explosién mayor al fDJR N O$&A& y también un periodo de

latencia mas corto, esta caracteristica se repite también en el fago NGF1 aislado por Punil
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(2017), pero en comparacion a este fago el bacteri6fago NMARC-GA presentd un tamafio

de explosion mas alto.

El bacteriofago N 0$5 &A presenta un periodo de latencia corto y posee un alto
tamafio de explosion siendo estas dos caracteristicas deseadas desde el punto de vista
de la fagoterapia ya que la liberacion de un numero alto de progenie aumenta las
probabilidades que el fago alcance a mas bacterias blanco lo cual es necesario para una
infeccion productiva incrementando sus concentraciones, en presencia del hospedero,
una ventaja mas sobre los antibiéticos. Otra ventaja adicional es disminuir el riesgo de
seleccion de cepas resistentes al fago, pues infectan bacterias mas réapido de lo que estas
pueden replicarse. Estas caracteristicas hicieron DO EDFWHU Ly I[{BARIN MRS &
candidato para fagoterapia, sin embargo como ya se ha mencionado estas caracteristicas
son influenciadas por varios factores entre ellos la naturaleza del hospedero, por lo que
para la aplicacién en fagoterapia se hace necesario estimar la eficiencia del bacteri6fago
en la cepa a tratar para incrementar su efectividad terapéutica (Mohammadali y Anders,
2015; Hyman & Abedon, 2009). La ultraestructura GHO EDFWHU L yGB bRubND$5 &
dentro de la Familia Podoviridae, morfotipo C1, comun entre los bacteri6fagos de P.
aeruginosa, segun lo reportado por Essoh *et al., (2015). En el 2012 Sepulveda-Robles et
al., aislaron una coleccion de 68 bacteridfagos de los cuales 19 % presentaban morfotipo

C1y ademas estaban estrechamente relacionados mediante su perfil de RFLP.

A la luz de la informacion internacional revisada, la posibilidad de que el bacteriéfago
N 0$5 &GA pueda ser utilizado como agente antimicrobiano es bastante alta, ello debido
a que cuenta con la mayoria de caracteristicas deseables para la fagoterapia como su
marcada actividad litica, que se evidencia en las caracteristicas de su ciclo de replicacion,
y la capacidad de infectar a cepas multirresistentes y productoras de biopelicula, lo que le

brinda la posibilidad de componer un coctel de bacteriéfagos contra infecciones severas
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de P. aeruginosa, pero para ello es necesario realizar un estudio mas completo sobre la
biologia del bacteriéfago (gendémica) asi como estudios que acrediten su aplicacion con

seguridad los mismos que no fueron objeto del presente estudio.

En la actualidad la fagoterapia ha alcanzado grandes logros en las diferentes areas
en las cuales se le emplea, sin embargo adn es un tema con mucho por investigar, pues
aun los bacteriéfagos como agentes antimicrobianos poseen algunas limitantes propias de
la biologia de estos; Sin embargo gracias a la atencién que ultimamente se le ha tomado,
han surgido diferentes campos de investigacion, los cuales buscan generar agentes
antimicrobianos basados en bacteriéfagos empleando sus propiedades mas relevantes y
corrigiendo sus deficiencias lo que resulta esperanzador frente a la amenaza constante

gue presenta la resistencia a antimicrobianos.

En estos Ultimos afios el estudio en bacteriéfagos ha aumentado increiblemente
como se ha mencionado previamente, la incorporacién de la biologia de sistemas en esta
area de investigacion ha sido crucial para dilucidar el funcionamiento de estos como
agentes antibacterianos, y solo es con el alcance de estos conocimientos cuando
podriamos no solo del aislamiento de un agente antibacteriano basado en un organismo

vivo sino también en su disefio.
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VIll.  CONCLUSIONES

™ Es posible obtener aislamientos de Pseudomonas aeruginosa a partir de muestras

clinicas provenientes de un Hospital de Nivel lll y de una clinica privada.

™ Los aislamientos de P. aeruginosa presentaron altos niveles de resistencia a la
mayoria de antibidticos evaluados en el estudio, observandose aislamientos MDR
y XDR; diferentes perfiles de produccion de biopelicula y asi también una parte de

estos aislamientos presentaron profagos, tanto inducibles como espontaneos.

™ Se obtuvieron nueve bacteriofagos capaces de infectar a varios aislamientos

clinicos de P. aeruginosa.

™ El bacteri6fago N 0$5 &GA presenta un rango de hospedero estrecho, infectando
a cepas de P. aeruginosa MDR y productoras de biopelicula, mas no a

aislamientos en los que se detect6 profago.

™ (O EDFWHULYIDGR phOhia& caracteristicas que lo califican como

candidato para fagoterapia en infecciones recalcitrantes por P. aeruginosa.
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IX. RECOMENDACIONES

™ Para un mejor estudio de susceptibilidad a los bacteriéfagos es necesario emplear

técnicas de tipificacion genética en las cepas a evaluar.

™ La evaluacion de la efectividad de los bacteriéfagos para infectar cepas de P.
aeruginosa también debe ser evaluado en estado de biopelicula para tener una

idea mas clara de su efectividad terapéutica en dichas condiciones

™ E| secuenciamiento del genoma completo de los bacteriéfagos a fin de evaluar la
inocuidad genética mediante la deteccion de determinantes genéticos

posiblemente dafiinos, para su empleo en fagoterapia.
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