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RESUMEN

La Pseudomonas aeruginosa multirresistente (PAMR) constituye un importante problema de salud publica a
nivel mundial, que limita las opciones terapéuticas y aumenta la morbilidad y mortalidad. Este estudio presenta
el aislamiento, caracterizacién molecular y evaluacion de la estabilidad de bacteriofagos liticos activos contra
cepas de PAMR recuperadas de aguas residuales urbanas en Trujillo, Pert. Se confirmaron dieciséis aisla-
mientos clinicos de PAMR mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas, y se evalud su resistencia frente a 13
antibioticos. Se obtuvieron ocho bacteriofagos liticos, que fueron evaluados en cuanto a viabilidad bajo dife-
rentes temperaturas de almacenamiento (4°C, —30°C, —80°C), temperaturas elevadas (37—47°C), condiciones
de pH (3, 7, 9), exposicion a radiacion UV (5-60 s) y rango de hospedero frente a todos los aislados bacteria-
nos. La caracterizacion molecular se realizo mediante polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) utilizando las enzimas EcoRI, BamHI y HindIIl. Los fagos FIAO-510 y F1AO-506 mostraron el
rango de hospedero mas amplio, lisando el 56,25% y el 43,75% de las cepas de PAMR, respectivamente. La
mayoria de los fagos mantuvo su infectividad durante tres meses a 4°C y permanecio estable a —80°C, mientras
que exposiciones a UV superiores a 30 segundos redujeron notablemente su viabilidad. Los perfiles RFLP
revelaron patrones gendomicos diferenciados, evidenciando su diversidad genética y su potencial para integrar
cocteles fagicos especificos. Estos hallazgos resaltan el valor terapéutico de los bacteridéfagos liticos como
agentes antimicrobianos alternativos y su aplicabilidad en intervenciones fagicas en regiones con alta preva-
lencia de resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, multirresistencia, terapia con bacteriéfagos, microbiologia de
aguas residuales, estabilidad fagica, rango de hospedero, analisis RFLP.
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ABSTRACT

Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa (MDR-PA) represents a major global public health problem,
limiting therapeutic options and increasing morbidity and mortality. This study reports the isolation, molecular
characterization, and stability assessment of lytic bacteriophages active against MDR-PA strains recovered
from urban wastewater in Trujillo, Peru. Sixteen clinical MDR-PA isolates were confirmed through pheno-
typic and biochemical tests, and their resistance to 13 antibiotics was evaluated. Eight lytic bacteriophages
were obtained and assessed for viability under different storage temperatures (4°C, —30°C, —80°C), elevated
temperatures (37-47°C), pH conditions (3, 7, 9), UV radiation exposure (5-60 s), and host range against all
bacterial isolates. Molecular characterization was performed by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis using EcoRI, BamHI, and HindIII enzymes. Phages F1AO-510 and F1AO-506 exhibited the
broadest host ranges, lysing 56.25% and 43.75% of MDR-PA strains, respectively. Most phages retained in-
fectivity for three months at 4°C and remained stable at —80°C, whereas UV exposures longer than 30 seconds
markedly reduced viability. RFLP profiles revealed distinct genomic patterns, highlighting their genetic di-
versity and potential for inclusion in targeted phage cocktails. These findings underscore the therapeutic value
of lytic bacteriophages as alternative antimicrobial agents and their applicability in phage-based interventions
in regions with a high prevalence of antimicrobial resistance.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, multidrug resistance, bacteriophage therapy, wastewater microbiology,
phage stability, host range, RFLP analysis.

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha convertido en una de las mayores amenazas para la salud
publica a nivel global, impulsada por el uso indiscriminado de antibidticos y la falta de politicas efectivas de
control 2. Este fendmeno no discrimina entre paises desarrollados y en desarrollo: mientras en la India se
registran 214,000 muertes anuales de recién nacidos por sepsis, en Estados Unidos y Europa las cifras alcanzan
23,000 y 25,000 defunciones, respectivamente °. Las proyecciones son ain mas alarmantes, sugiriendo que
para 2050 las bacterias multirresistentes podrian causar 10 millones de muertes anuales, superando el impacto
de la pandemia de COVID-19 “. Entre los patogenos prioritarios, Pseudomonas aeruginosa destaca por su
capacidad para causar infecciones nosocomiales y comunitarias graves >°. Su ubicuidad en ambientes hiime-
dos y su habilidad para formar biopeliculas lo convierten en un patdgeno dificil de erradicar 7 8. A nivel no-
socomial, ocasiona infecciones en casi todas las partes del cuerpo humano, principalmente en areas hiimedas,
llegando a colonizar cualquier sitio expuesto °. La resistencia intrinseca de este microorganismo, mediada por
su membrana externa impermeable y sistemas de eflujo activo '°, limita las opciones terapéuticas, especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos '!. Esta situacion llevo a la OMS y los CDC a clasificar a P. aeru-
ginosa multirresistente (PAMR) como una amenaza critica para la salud global '*

Los mecanismos de resistencia en PAMR son diversos e incluyen la impermeabilidad de la membrana, la
activacion de bombas de eflujo y la produccion de B-lactamasas '* . Ademas, la transferencia horizontal de
genes a través de elementos mdviles como plasmidos y transposones acelera la diseminacién de resistencia '
16 Frente a este escenario, los bacteriéfagos emergen como una alternativa prometedora debido a su especifi-
cidad, seguridad y capacidad para lisar bacterias resistentes !’ '¥. Estos virus, inocuos para humanos y
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1920y su diver-
21022,

animales, han demostrado eficacia en reducir cargas bacterianas en modelos experimentales
sidad genética (genomas de 15-500 kb) los hace candidatos ideales para terapias personalizadas

El creciente interés en la fagoterapia, ha tomado gran interés, debido a la rapida adaptacion de bacterias mul-
tirresistentes a antimicrobianos, sustentandose en resultados alentadores de ensayos clinicos que muestran su
potencial para tratar infecciones por PAMR *?* A lo largo de los afios, diversos estudios (modelos experi-
mentales en animales o ensayos clinicos en humanos) enfocados en la terapia con bacteriofagos de P. aerugi-
nosa, para el tratamiento de septicemias en diferentes infecciones han arrojado resultados alentadores, ya sea,
en la disminucion del recuento bacteriano, evolucion de la enfermedad, reduccion de la frecuencia de infec-
ciones nosocomiales y/o descenso de la mortalidad ». Sin embargo, su aplicacion requiere una caracterizacion
exhaustiva que incluya estabilidad fisicoquimica, rango de hospedero y analisis molecular. Los altos indices
de PAMR a antimicrobianos de tltima generacion, cada vez son mas frecuente; lo que supone una seria ame-
naza a la terapia clinica; por ello, el presente estudio busco realizar una caracterizaciéon molecular por RFLPs
de bacteriofagos liticos de P. aeruginosa multirresistentes (PAMR), aislados de agua de albafial de Centros
de Salud y pozas de oxidacion, y brinda una propuesta de fagoterapia para infecciones producidas por PAMR.

MATERIALES AND METODOS

Muestreo y procesamiento inicial

Recoleccion de muestras:
+ Se recolectaron 300 mL de agua residual de centros de salud y pozas de oxidacion primarias/secundarias
del distrito de Chao (La Libertad, Pert1), en botellas estériles de boca ancha.
» Las muestras se transportaron en cooler a 4°C y se almacenaron a -80°C en el Laboratorio de Microbio-
logia Molecular y Biotecnologia de la UPAO 26,

Cepas bacterianas:

+ Se utilizaron 16 cepas clinicas de P. aeruginosa multirresistente (PAMR), previamente identificadas por
sistemas automatizados en hospitales de Trujillo.

+ Controles: Se incluy6 la cepa ATCC 27853 como control positivo en todas las pruebas.

Aislamiento y purificacion de bacteriofagos
Obtencion de lisados fagicos:

A. Enriquecimiento:

* Se incubaron 10 mL de muestra con 90 mL de buffer SM + 5 mL de caldo LB 2X + 1 mL de cultivo ON
de PAMR + 200 pL de CaClz (37°C, 24 h).

» Se anadio cloroformo (4% v/v), se centrifugd (4,000 rpm, 15 min), y se recuper6 el sobrenadante (lisado
crudo) 2?7,

B. Deteccion preliminar (Spot test):
* Se sembraron 100 pL de cultivo ON de PAMR en top agar (con CaCl. 10 mM) sobre placas de agar
nutritivo.
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» Se agregaron 10 pL de lisado crudo y se incubo (37°C, 24 h). La presencia de halos de lisis confirm6
actividad fagica %%,

C. Purificacion:
» Se realizaron diluciones seriadas (1072 a 10~°) del lisado crudo en buffer SM.
* Se seleccionaron placas con halos de lisis aislados y bien definidos. El proceso se repitid 5 veces para

obtener fagos puros %°.

D. Cuantificacion:

» Se calcularon unidades formadoras de placa (UFP/mL) mediante diluciones seriadas (107 a 107%) y
técnica de doble capa.

Caracterizacion fisicoquimica de bacteriofagos

Estabilidad a temperaturas:

* Almacenamiento: 1 mL de cada fago purificado se almaceno a -30°C y -80°C (6 réplicas por condicion).
La infectividad se evalud a los 30 dias mediante Spot test.

» Termoestabilidad: Se incubaron suspensiones fagicas a 37°C, 42°C y 47°C (1 h, agitacién). Se midio la
infectividad residual *°.

Resistencia a UV:
* Se expusieron 200 pL de fagos a UV-C (254 nm, 30 cm) durante 5, 30 y 60 segundos (6 réplicas). La
viabilidad se evaluod con diluciones seriadas.

Rango de hospedero:
* Se enfrentaron los fagos purificados a las 16 cepas PAMR mediante Spot test. Se registré el porcentaje
de cepas susceptibles.

Estabilidad a pH:
* Se incubaron 100 pL de fagos en buffer SM (pH 3, 7 y 10; 37°C, 1 h). La infectividad se evalu6 post-

incubacion 7.

Analisis molecular

Extraccion de DNA fagico y bacteriano:

* DNA fagico: Se purificd con el kit GeneJET Genomic DNA (Thermo Scientific). Se cuantificd con
Nanodrop (=100 ng/uL).

» DNA bacteriano: Se extrajo mediante lisis térmica (100°C, 15 min) y se confirmé por PCR del gen O-
acetilasa (232 pb) 3.

Digestion con enzimas de restriccion (RFLPs):
» Seleccion de fagos: Solo se analizaron los 2 fagos con mayor actividad litica (F1AO-510 y F1AO-506).

3clinicalBiotec .
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» Protocolo: Se digirieron 10 pL. de DNA con EcoRI, BamHI y HindIII (segun protocolo del fabricante).
Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa al 1% (70 V, 40 min).

Controles experimentales:
» Negativos: Buffer SM estéril en lugar de DNA fagico.
» Positivos: DNA de fagos estandar con patrones de restriccion conocidos.

RESULTADOS

Obtencion y caracterizacion de las cepas de P aeruginosa

Figura 1. Observacion Macroscépica de las 8 cepas de P aeruginosa multirresistentes (PAMR) seleccionadas, en agar cetri-
mide: AO-502(A), AO-506(B), AO-508(C), AO-509(D), AO-510(E), AO-513(F), AO-514(G), AO-515(H); aisladas de mues-

tras bioldégicas recolectadas de centros de salud y laboratorios clinicos de Trujillo.

En la Figura 1 se muestran los ocho aislados de PAMR en agar cetrimide: AO-502, AO-506, AO-508, AO-
509, AO-510, AO-513, AO-514 y AO-515; en el cual se observa, la presencia de colonias con diversos mor-
fotipos descritos para Pseudomonas aeruginosa (colonias de aspecto seco, metalico y mucoide), los cuales
muchas veces estan asociados a viruléncia. Asimismo, se realiz6 la comprobacion fenotipica mediante pruebas
bioquimicas y de susceptibilidad antimicrobiana convencionales, empleando diversos medios de cultivos co-
rroborandose que las muestras biologicas eran al idoneas para iniciar el trabajo, tal como aparecen descritas
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en la Tabla 1 Material Suplementario, las cuales coinciden con las caracteristicas culturales y fisiologicas
propias de Pseudomonas aeruginosa, el ser bacilos Gram negativos, no fermentadores (TSI), productor de
pigmentos (piocianina/pioverdina en agar cetrimide).En la Tabla 2 Material Suplementario se muestran los
resultados de los patrones de sensibilidad in vitro de los 16 aislados PAMR, frente a 13 antimicrobianos pro-
puestos, confirmandose la multirresistencia de los aislados, a excepcion de la AO-504 que solo mostro resis-

tencia frente a dos familias de antimicrobianos.

Figura 2. Multiresistencia de cepa de PAMR AO-510, mediante su perfil de sensibilidad por técnica de difusion de disco
(Kirby-Bauer) frente a 12 antimicrobianos: ceftazidime (CAZ), colistin sulphate (CT), ciprofloxacin (CIP), amikacina
(AK), tobramycin (TOB), aztreonam (ATM), gentamicina (CN), piperacilin/tazobactam (TZP), imipenem (IPM), pipe-
raciclin (PRL), cefepime (FEP), oxfloxacin (OFX).
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Figura 3. Curva de crecimiento: Inicio de la Fase exponencial “Log” a las 4 horas (flecha verde) de la cepa control de P.

aeruginosa ATCC 27853, correlacionando la densidad 6ptica (D.O) versus el tiempo de crecimiento (horas).
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Spot Test

AO - 502

Figura 4. Confirmacién de ocho lisado fagicos para los aislados de PAMR (A0-502, 506, 508 — 510, 513 — 515), mediante la

observacion de una placa litica centra - prueba de la gota “spot test”.

En la obtencion de lisados fagicos para cada una de las PAMR, se hallaron ocho lisados que mostraron
actividad litica sobre las cepas AO-502, AO-506, AO-508, AO-509, AO-510, AO-513, AO-514 y AO-515,
(Figura 4) por una calva de lisis central mediante la prueba de la gota “Spot fest”.

Infectividad frente a almacenamiento a bajas temperaturas
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Figura 5. Prueba de comparacion de medias TUKEY. (a) para el efecto de los meses de conservacion y (b) comportamiento

de las cepas de phagos frente a los meses de conservacion
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Figura 6. Prueba de comparacion de medias TUKEY. (a) para el efecto de la conservacion a 4°C, -30°C y -80°C y (b) com-

portamiento de las cepas de phagos frente a la temperatura de conservacion.

Los resultados obtenidos en las pruebas de infectividad de las cepas de phagos frente a los meses y tempera-
turas de almacenamiento, nos muestran que, los meses de conservacion no tuvieron un efecto sobre este
parametro, evidenciandose esto en el p-valor = 0.378 (figura 5A), sin embargo, en el comportamiento de las
cepas de phagos, podemos observar que, entre ellas, la cepa que mostrd un mejor comportamiento fue la cepa
FAS506, quien arrojo el valor promedio mas alto con 4x10E9, pero el p-valor = 0.185, nos dice que esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (figura 5B). Asimismo, en la prueba de temperatura de con-
servacion (figura 6A), se observo que esta tampoco tuvo un efecto sobre la infectividad de los phagos, evi-
denciandose que no existio un efecto significativo a nivel estadistico, corroborado esto por el p-valor = 0.300,
sin embargo, se nota una ligera diferencia entre los valores promedios, resaltando la temperatura de 04°C.
Por otro lado, en la respuesta de las cepas, la cepa FA0506, mostré el valor promedio de titulacion maés alto,
sin embargo, el p-valor = 0.477, nos dice que no fue significativo a nivel estadistico (figura 6B); lo que nos
permite inferir que tanto el tiempo (0, 3 y 6 meses) como la temperatura (04°C, -30°C y -80°C), no afectaron
la infectividad de las cepas de phagos.

Infectividad frente a radiacion UV
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Figura 7. Prueba de comparacion de medias TUKEY. (a) para del tiempo de la Radiacion UV en la estabilidad de los bacte-

riofagos y (b) para el comportamiento de las cepas de phagos frente a la UV.

En la prueba de infectividad de las cepas de phagos frente a diferentes tiempos de exposicion de luz UV,
podemos observar que, este factor no tuvo un efecto sobre este pardmetro, a pesar de que se observa una
variacion entre los valores promedios de 5, 30 y 60 seg. de exposicion frente a 0 seg, sin embargo, el p-valor
=(0.221, nos dice que esta no fue significativa a nivel estadistico (figura 7A). Por otro lado, en la respuesta de
las cepas, se observa que la cepa FA0506, arroj6 el valor de titulacion mas alto, pero el p-valor = 0.307, nos
refiere que, a pesar de estar en un subconjunto diferente, este no fue estadisticamente significativo (figura 7B).
Por lo que podemos inferir que los diferentes tiempos de exposiciéon de UV, en esta prueba, no afectaron la
capacidad infectiva de las cepas de phagos estudiadas.

Termo estabilidad
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Figura 8. Prueba de comparacién de medias TUKEY. (a) para el efecto de las altas temperaturas en la estabilidad de los

Cepas de fagos

bacteriéfagos y (b) para el comportamiento de las cepas de phagos en estudio.

Los resultados obtenidos en la prueba de termoestabilidad de las cepas de phagos, podemos observar que las
temperaturas a las que fueron sometidos no tuvieron un efecto sobre su nivel de infectividad, ya que en la
prueba de comparacion de medias el p-valor obtenido fue de 0.229, lo que denota que la diferencia entre
estos no fue estadisticamente significativa (figura 8A), a pesar de que la temperatura de 4°C arrojo el valor
promedio de titulacion mas alto. Por otro lado, en el comportamiento de las cepas, la cepa que arrojo6 el valor
promedio de titulacion fue la FA0506, sin embargo, a pesar de ello, el p-valor = 0.285, nos dice que no hubo
una diferencia significativa a nivel estadistico entre ellos (figura 8B). Esto nos permite inferir que las dife-
rentes temperaturas a las que fueron sometidas las cepas de phagos en estudio, no afectaron su nivel de
infectividad.
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Estabilidad a diferentes pH
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Figura 9. Prueba de comparacion de medias TUKEY. (a) para el efecto del pH en la estabilidad de los bacteriéfagos y (b)

comportamiento de las cepas de phagos en estudio frente a los diversos pH.

Respecto a los efectos de los pH 3, 7 y 9 durante una hora a 37°C sobre la infeccion litica de los fagos,
podemos observar en la prueba de comparacion de medias (figura 9A) que estas no tuvieron un efecto sobre
este comportamiento, ya que el p-valor = 0.331, nos dice que, entre ellas, no existi6 una diferencia significa-
tiva a nivel estadistico. Asimismo, en la prueba de comparacion de medias, para determinar el comporta-
miento de las cepas, podemos observar que la cepa FA0506, arrojo los valores de titulacion maés altos, sin
embargo, el p-valor = 0.315, nos dice que, en dicho parametro, no hubo una diferencia significativa a nivel
estadistico. Estos resultados nos permiten inferir que el pH no influye ni afecta la capacidad de infeccion de
los phagos en estudio.

Rango de hospedero
Codigo de cepa hospedera (PAMR) | UFP/mL Cantidad de Lisado (mL)
AO-502 1x10® 50
AO-506 1x10'" 50
AO-508 1x10® 50
AO-509 1x10° 50
AO-510 1x10® 50
AO-513 1x10° 50
AO-514 1x10° 50
AO-515 x| 50

Tabla 3. Cuantificacion de bacteriofagos (UFP/mL) de las suspensiones madre (50 mL) de 8 bacteriéfagos aislados

En la tabla 3 se presentan los titulos alcanzados (UFP/mL) de los 8 bacteriofagos candidatos, la codificacion
del bacteriofago se establecio de la siguiente manera: F (bacteriofago), AO (Antenor Orrego) y nimero del
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aislado bacteriano de procedencia. Mostrando mayor titulo el F1AO-506, con 10'° UFC/mL.

BACTERIOFAGOS
PAMR |FAO502| FAOS06 | FAOS08 | FAO509 | FAOS10 | FAO513 | FAOS14 | FAOS1S | n Y%
501 T T T T T T 6 75
502 T 1 12.5
503 T 1 [125
504 C T 2 25
505 C C T C 6 75
506 T T 4 50
507 T T 2 25
508 T 1 | 125
509 T 2 25
510 C 5 625
511 T T 5 625
512 T 2 25
513 T 1 |125
514 T T T T 4 50
515 T 1 [125
516 T 1 [125
n 3 6 4 4 7 3 3 4
% 18.75 37.5 25 25 43.75 18.75 18.75 25
n 1 1 2 2 2 1 1 0
% 6.25 6.25 12.5 12.5 12.5 6.25 6.25 0
%t 25 43.75 37.5 37.5 56.25 25 25 25

Verde: Halos turbios (T); Amarillo: Halos claros (C), %t: Porcentaje total de lisis.

Tabla 4. Rango de hospedero de 8 bacteriéfagos frente a 16 cepas PAMR, segtin su porcentaje de lisis.

En la Tabla 4 se observan los resultados correspondientes a la determinacion del rango de hospedero de los

8 bacteridfagos aislados y purificados frente a las 16 cepas de PAMR, resaltando la actividad litica presentada
por los bacteriéfagos F1AO-510 y F1AO-506, que tuvieron actividad litica sobre 9 (56,25%) y 7 (43.75%)
de los 16 aislados de PAMR evaluadas. Asimismo, se observa que los aislados PAMR mads vulnerable a la
accion fagica fueron la AO-501 y AO-505, que fueron infectadas por un 75% de los bacteridéfagos aislados,
mientras que las mas resistentes a la infeccion fueron la AO-502, AO-503, AO-508, AO-513, AO-515y AO-

516 que solo fueron infectadas por sus correspondientes bacteridéfagos aislados (12,5%).
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Obtencion del DNA fagico y analisis RFLPs

Ladder DNA
Fagico

(Ctrl

—

Figura 10. Patron de restriccién por corrido electroforético del DNA del bacteri6fago F1A0-510 con EcoRI, mediante la
técnica RFLPs, visto en gel de agarosa al 0.7% TAE y visualizado con Bromuro de etidio 0.01%, nétese la migracion de

moléculas.

Ladder DNA DNA padder ~DNA DNA
Figico F1A0-510 Fagico F1AO-513
(Ctrl + (Ctrl +
Negativo) BamHI Negativo) BamHI
P Wiy

ol . -

Figura 11. Corrido electroforético del DNA no digerido de los bacteriéfago F1AO-510 y F1AO-513, con la enzima BamHI,

mediante la técnica RFLPs, visto en gel de agarosa al 0.7% TAE y visualizado con Bromuro de etidio 0.01%.

EnlaFigura 10y 11, se muestra el DNA digerido (migracion de moléculas) del mejor candidato seleccionado
F1AO0-510 cortado con EcoRI y no digerido de FIAO-510 y F1AO-513, con la enzima BamHI, mediante el
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patron de restriccion en corrido electroforético (técnica RFLPs). Evidencidndose en estos ultimos, que no
hay migracion de moléculas.

Identificacion por PCR de las cepas de PAMR aisladas

')

——
il
e
e
-

232 ph > e Ch C O @G T Sas

Figura 12. Amplificacion del amplicon O - acetilasa de P. aeruginosa mediante PCR, para la identificacién molecular de las
PAMR aisladas AO-501 — 516 (carriles del 1 —16), cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa como control positivo (C+).

En la Figura 12, se observa las bandas de aproximadamente 232 pb del amplicon O — acetilasa (OatA) de P.
aeruginosa mediante PCR-FRLPs, para la identificacién molecular de las PAMR aisladas AO-501 — 516.
Donde se us6 la cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa como control positivo. Y se contrastaron todas las
muestras con el marcador de peso molecular de 1 Kb (M). Determinandose que las 16 cepas aisladas perte-

necen al género de P. aeruginosa.

DISCUSION

Obtencion y caracterizacion de las cepas de P aeruginosa multirresistentes (PAMR)

La caracterizacion fenotipica y microscépica de la cepa control ATCC 2785316 y las 16 cepas reactivadas
(AO-501 — 515), mostraron que todas eran bacilos Gram (-). En sus caracteristicas macroscopicas, y su bio-
quimica, se observaron colonias circulares, convexas, brillantes, himedas y secas, de bordes regulares y con
formacion de pigmentos (piocianina y pioverdina) en agar cetrimide (Figura 1) y cepas alcalinas (ALK) en
medio TSI *2, lo que indico estar frente a P. aeruginosa (Tabla 1 Material Suplementario). Por otro lado, los
resultados del perfil de sensibilidad in vitro (método de difusion con discos de Kirby-Bauer) (Tabla 2 Material
Suplementario), cuya interpretacion de los resultados se realizé de acuerdo a los parametros establecidos por
el manual M100 CLSI 2021 (Clinical and Laboratory Standards Institute) usando como cepa de control P.
aeruginosa ATCC 27853, permiti6é determinar la multiresistencia (PAMR) de 10 de las 16 cepas aisladas, en
base al didmetro (milimetros) del halo de inhibicion del crecimiento mostrado frente a 13 antimicrobianos
enfrentados (Tabla 2 Material Suplementario).

La resistencia natural de P. aeruginosa se debe principalmente a la baja permeabilidad de la membrana externa,
la expresion de bombas de eflujo y la produccion de B-lactamasas inducibles por AMPc; sin embargo, su alta
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adaptabilidad debido a factores genéticos, incluyendo hipermutabilidad, le permite desarrollar facilmente vi-
rulencia y resistencia **. En el antibiograma de la cepa de PAMR AO-510, mediante su perfil de sensibilidad
frente a 12 antimicrobianos (Figura 2), se determind que la cepa seleccionada es de resistencia intermedia para
aztreonam (ATM) y piperacilin/tazobactam (TZP) y resistente para los nueve antimicrobianos restantes. La
resistencia a imipenem, meropenem y cefalosporinas posiblemente se deba a la adquisicion de B-lactamasas
transferibles o la impermeabilidad de la membrana externa (alteracion de la porina OprD), la cual también
genera resistencia a aminoglucosidos **. Asi mismo, la sobreproducciéon de sus bombas de eflujo MexAB-
OprM y MexXY-OprM pueden desencadenar resistencia a las quinolonas, macrolidos, aminoglicosidos, sul-
fonamidas, tetraciclinas y muchos B-lactimicos °.

Spot test
La presencia de fagos de PAMR (cepas F1AO-502, 506, 508 — 510, 513 — 515), fue confirmada por la for-
macion de una placa litica central, mediante la prueba de la gota “Spot test” 2® (Figura 4). Los bacteriéfagos

fueron aislados mediante la técnica de 2% %’

, estos provinieron de muestras de agua de albanal (parte liquida
y sedimento) procedentes de centros de salud y pozas de oxidacion primarias y secundarias de Chao (Anexo
6 y 7) ya que, en estas aguas se encuentran asociadas elevadas cargas fagicas; que constituyen un control

bioldgico para las colonias bacterianas 3% 25,

Infectividad frente a almacenamiento a bajas temperatura

La conservacion de los bacteridfagos a bajas temperaturas, por periodos prolongados, facilitar su disponibili-
dad para futuras investigaciones o aplicaciones terapéuticas; por ello, se buscé determinar su infectividad,
conservados a bajas temperaturas, durante 3 a 6 meses (Figura 6), observandose que las cepas son resistentes
y tolerantes a la conservacion; a excepcion de la cepa F1AO-509, quién a los - 30 y - 80 °C mostr6 ser sensible,
disminuyendo hasta 5 6rdenes logaritmicas (-83.3%), manteniendo una efectividad solo del 16.6%, siendo las
cepas resistentes FIAO-508 y F1AO-515 quienes mantuvieron un 87.5 y 88.8% de infectividad respectiva-
mente. A ambas temperaturas de conservacion, las cepas restantes mostraron ser tolerante con un porcentaje
de infectividad por encima del 50%. Estos resultados contrastan con los de Luciano y Jonds (2017) *’, quienes
en el bacteriofago ®GF1 de E. coli, expuesto a temperaturas de -20 °C por 4 meses; determinando que esta es
la temperatura 6ptima de almacenamiento, ya que después de este tiempo, mantuvo su infectividad por encima
del 50%. Los resultados de la conservacion a bajas temperaturas fueron contrastados con una conservacion a
4 °C; ya que, durante el trabajo de esta caracterizacion fenotipica, se determind que esta temperatura de refti-
geracion es favorable para la conservacion de bacteriofagos. Asi, se evalu6 el efecto de la conservacion a 4 °C
a los tres y seis meses (Figura 5), observandose buenos resultados. Todas las cepas mostraron ser resistentes,
resaltando los bacteriofagos F1IAO-510 y F1AO-515 que conservaron un 100% de su infectividad y F1AO-
506, con un 90% de infectividad; todas las demas cepas se mantuvieron por encima del 75% de infectividad.

Infectividad frente a radiacion UV

La supervivencia de un bacteridfago frente a la radiacion UV depende de su capacidad para utilizar los sis-
temas de reparacion del ADN que poseen las células hospederas o por una enzima que esta codificada en su
genoma y estd comprometida en los mecanismos de reparacion oscura *®. En la determinacion del efecto de
la luz UV germicida (UV-C, 254 nm) sobre la infectividad de los bacteriotagos (Figura 7), se observo que, a
los 5 minutos de exposicion, las cepas F1IAO-508 y F1AO-515, mostraron ser tolerantes, ya que solo dismi-
nuyeron en dos y tres érdenes logaritmicas, manteniendo una infectividad del 62.5 y 77.7 % respectivamente;
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mientras que, el resto de cepas mostraron ser resistentes, pues su disminucion maxima fue de un orden loga-
ritmico; siendo las cepas F1IAO-509 y FIAO-510, las mas resistentes, pues mantuvieron su infectividad del
100 %. A partir de los 30 segundos de exposicidn, solo la cepa F1AO-509 mostro ser resistente, ya que tan
solo disminuy6 un orden logaritmico (infectividad del 83.3%). Resultados similares se observaron con el
bacteridéfago uB-19 de Bacillus thuringiensis, que mantuvo su infectividad de un 70% a los 40 segundos de
haber sido expuesto a UV-C 3°. Todas las cepas restantes, a partir de los 30 y hasta los 60 segundos de
exposicion, mostraron ser sensibles al efecto del UV-C, pues disminuyeron mas de 4 6rdenes logaritmicas.
Es decir, disminuyeron mas del 70% de su infectividad inicial, resaltando la cepa F1AO-514, que perdi6 su
infectividad en un 100%; esta disminucion total de la infectividad por exposicion a la luz ultravioleta con-
trasta con los resultados obtenidos por *°, donde se redujo la infectividad del bacteriofago Vfl de Vibrio
fluvialis, en un 100% a los 90 segundos de exposicion.

Termo estabilidad

Algunos bacteridfagos presentan envoltura lipidica que se deriva de la célula hospedera. La conformacion y
organizacion proteica de sus capsides les confiere la habilidad de permanecer viables por largos periodos de
tiempo en condiciones adversas, como la exposiciéon a ADN-asas, variaciones de pH y temperatura *°. La
determinacion de la infectividad de los bacteriofagos, expuestos durante una hora a elevadas temperaturas
(Figura 7); mostr6 que, a 37 °C las cepas F1IAO-509 y F1AO-515 son termotolerantes, con una disminucion
de dos ordenes logaritmicas; mientras que las cepas restantes mostraron ser resistentes, ya que su disminucioén
maxima, fue de un orden logaritmico. A los 42 y 47 °C, las cepas mostraron ser resistentes y tolerantes, con
excepcion del bacteridfago F1AO-509, quien mostro ser termosensible, ya que disminuy6 hasta un 83.3% su
infectividad; reduciéndose hasta en cinco 6rdenes logaritmicas; estos resultados son comparables con los ob-
tenidos por Dominick et al, 3°, en donde el bacteriéfago Vfl de Vibrio fluvialis, perdié mas del 80 % de su
infectividad a la temperatura de 40 °C. Los fagos resistentes F1AO-508 y F1AO-510 mantuvieron una infec-
tividad de 87.5 %, asi mismo resalta el fago F1AO-514 que mantuvo un 100% de infectividad frente a los tres
tratamientos térmicos. Todas las cepas restantes mostraron ser termotolerantes a 47°C. Esta termoestabilidad
la evidenciaron Garcia y Porras (2018) 2,quienes en los bacteriéfagos LC1, LC3, LR2 y LR3 de P. aeruginosa,
observaron que mas del 50 % de su infectividad se mantuvo hasta temperaturas de 50 °C; decayendo drastica-
mente al ser expuestos a temperaturas superiores a los 60 °C, perdiendo desde el 70 al 100 % de su infectividad.
Esta capacidad de los fagos de soportar las temperaturas fisioldgicas en los organismos en los cuales seran

inoculados es un criterio importante al momento de su seleccion, para su uso terapéutico.

Estabilidad a diferentes Ph

Las cepas a pH acido y alcalino mostraron ser resistentes y tolerantes, con excepcion del bacteriofago F1AO-
508, el cual, a pH 4, disminuy6 7 unidades logaritmicas (-87.5%) manteniendo tan solo un 12.5% de su infec-
tividad; mientras que a pH 9, demostro ser tolerante, disminuyendo solo 2 unidades logaritmicas (-25%), man-
teniendo un 75% de su infectividad. Resultados semejantes a los obtenidos por Guo et al (2019) *!, quienes
determinaron la resistencia del bacteriofago vB PaeM SCUT-S2 de P. aeruginosa, el cual también mostrd
resistencia a la alcalinidad, ya que mantuvo un 100 % de infectividad, sin embargo, mostro alta sensibilidad a
un pH 3, ya que perdié mas del 60 % de su infectividad. De las cepas resistentes a pH acido, resaltan F1AO-
502, F1AO-509, F1AO-510, F1AO-513 y F1AO-515 que mantuvieron el 100% de su infectividad; de estos,
solo la cepa FIAO-513 mantuvo un 100% de su infectividad a pH alcalino, mientras que las cepas resistentes
restantes se mantuvieron por encima de 83.3%. Resultados que se contrastan con los obtenidos por Guo et al
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(2019) *!, quienes determinaron la resistencia del bacteriofago vB_PaeM_SCUT- S1 de P. aeruginosa a los
pH de 3, 7 y 9; cuyos titulos se mantuvieron, llegando incluso a soportar pH de 11. Segun los resultados, los
bacteridfagos tienden a mantener una infectividad favorable a pH alcalinos, por ello, es recomendable que, en
un eventual uso terapéutico, en su administracion, se evite entradas de pH 4cidos **.

Rango de hospedero

Los bacteri6fagos reconocen a sus bacterias objetivo con alta especificidad, propiedad mediada por proteinas
de uniodn al receptor (RBP). Estas proteinas son claves en la diversidad taxonoémica a la que puede dirigirse un
determinado fago, otorgandole su rango de hospederos *. Los fagos con amplio rango de hospederos, pueden
ser potenciales candidatos en fagoterapia. En esta caracterizacion se evalu6 el rango de hospederos de los
bacteriofagos aislados frente a 16 cepas de PAMR (Tabla 4). Donde se observo que todas las cepas de bacte-
riofagos en estudio poseen actividad litica sobre las cepas PAMR. Se conoce que los bacteriofagos de P.
aeruginosa poseen usualmente receptores para un amplio rango de cepas; tal y como se evidencian en el
estudio de Santos et al. (2011)!! quienes evaluaron el efecto de los bacteriofagos P5SUS y P2S2 contra 26 cepas
de P. aeruginosa aisladas de perros con infecciones oculares oportunistas, donde PSUS resulto ser activo frente
a todas las cepas, mientras que P2S2 lo fue en el 80.8% de ellas (21 cepas). Los rangos de hospederos mas
amplios obtenidos en este estudio fueron de los bacteriofago F1AO-510 y 506, con un lisado fagicode 9y 7
(56.25 y 43.75%) de las 16 cepas de PAMR evaluadas (100%); mientras que las cepas restantes, lisaron entre
6 y 4 cepas de PAMR (37.5 y 25%). Cabe resaltar que el lisado parcial (halo turbio) o total (halo claro) de
cada cepa fagica, debe ser tomado en cuenta como criterio importante de seleccion. Los aislados fagicos con
amplios rangos de hospederos y en especial, los que producen un lisado total, podrian combinarse para produ-
cir "cocteles de fagos" con la gama de hospederos deseado *.

Los fagos tienden a ser bactericidas en lugar de bacteriostaticos y los que son templados pueden convertirse a
menudo en una forma litica mediante la manipulacion genética o la seleccion natural de mutantes * 46, Las
infecciones fagicas se realizan durante la fase logaritmica, por ello es importante conocer el tiempo y la con-
centracion de colonias de la bacteria huésped, en esta fase *’. El inicio de la fase exponencial (Log) de la cepa
control de P. aeruginosa ATCC 27853 se dio a las cuatro horas de crecimiento, con una densidad 6ptica (D.O)
de 0.096 (Figura 3) y con una concentracion de 2.4 x 107 UFC/mL a una longitud de onda de 620 nm en caldo
Luria Bertani (LB). Este patron de crecimiento logaritmico entre la tercera y cuarta hora de P. aeruginosa fue
obtenido también por Melvin et al. (2017)*.

Obtencion del DNA fagico y analisis RFLPs

Debido a que los fagos son extremadamente diversos en estructura y composicion genética, cada aislado debe
secuenciarse y caracterizarse adecuadamente antes de que pueda usarse de manera segura en una aplicacion
médica *°. Para evitar estos problemas, puede ser posible aislar un nimero limitado de fagos bien caracteriza-
dos para unirse e infectar las cepas de interés *°. El método de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion de reaccion en cadena de polimerasa (PCR-RFLP) se basa en la digestion de amplicones de PCR
con enzimas de restriccion apropiadas para producir distintos fragmentos polimorficos utilizados como mar-
cadores para la identificacion de especies (51). Muchos estudios han demostrado que la PCR es un método
prometedor para la deteccion de P. aeruginosa, que podria utilizarse en lugar de los métodos convencionales
de identificacion bioquimica >2. Sin embargo, la variacion de la secuencia derivada de la naturaleza altamente
polimorfica de su genoma, el intercambio genético con otras especies, asi como las diferentes dianas
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moleculares que no distinguen entre las especies de Pseudomonas estrechamente relacionadas, pueden reper-
cutir en resultados falsos negativos (con los genes ETA, algD oprl y toxA), asi como los falsos positivos (con
los genes 16S tDNA, 16S-23S rDNA ITS, fliC, oprl y oprL) 3. Por ello, se identifico molecularmente las
cepas de PAMR, mediante la técnica de PCR directa cuantitativa, para la deteccion especifica de especie de
P. aeruginosa, basada en el gen de la acetilasa del antigeno O (OatA) para un diagnéstico certero *!. La pro-
teina OatA muestra homologia con las proteinas de un gran nimero de especies procariotas y esto define una
familia de proteinas de membrana implicadas en la acilacion de los restos de carbohidratos exportados. En
muchos de estos casos, la acilacion define el serotipo o el rango del huésped y por lo tanto, tiene un profundo
efecto en la interaccion microbio-huésped 4. Asi se determiné que las 16 cepas aisladas pertenecen a la especie
de P. aeruginosa, tras obtener las bandas de aproximadamente 232 pb, que es el tamafio del amplicon OatA
(Figura 10).

La naturaleza del genoma viral del fago F1AO-510, se determind como DNA, lo cual se demostro al observar
la degradacion del material genémico al ser tratado con la enzima DNAsa. Al comparar el patron de restriccion
producido por la enzima EcoRlI, se observo un patrén de bandas diferente tanto en nimero como en tamafio
de las bandas (Figura 11). La restriccion del DNA del fago F1AO-510 produjo aproximadamente 11 bandas
con un tamafio entre 32 kb, en comparacion con el Ladder; mientras que F1AO-513 no produjo bandas, esto
nos sugieren que se tratan de dos fagos litico-diferentes; ya que, en el corrido en gel de electroforesis, el
aislados de ADN del fago F1AO-510, fue cortado con la enzima de restriccion EcoRI en bandas, representando
los productos cortados. mientras que el fago F1AO-513 al no poseer el mismo sitio donde corta la enzima, se
observé el DNA no digerido en una sola banda. Estas diferencias en las secuencias de 4cidos nucleicos y los
sitios donde se unen las enzimas de restriccion significan que hay una diferencia en la secuencia entre estas
dos cepas. Los RFLPs, son una excelente herramienta para identificar bacteriofagos, permitiendo estimar el
peso molecular de su genoma; asimismo posibilita la manipulacion del fago desde la tecnologia del ADN
recombinante. Es recomendable la secuenciacion de todo el genoma del bacteriofago aislado F1AO-510, ya
que permitiria conocer qué tipo de genes posee, asi como el tipo de lisinas que expresa, con miras a un poten-
cial desarrollo de enzibioticos.

Las secuencias de genomas de fagos que no comparten huéspedes raramente comparten similitud de secuencia,
aunque esto no es sorprendente en bacteriofagos cuyos huéspedes bacterianos estan distantemente
relacionados. Por ejemplo, no hay una similitud obvia de secuencias entre genomas de fagos de Streptomyces
y mycobacteriofagos, aunque tanto Mycobacterium como Streptomyces son miembros de Actinomycetales.
Ademas, diferentes morfotipos de fagos tienen diferentes organizaciones de sus genomas lo que implica mayor
diversidad de secuencias. La gran diversidad genética entre fagos de un huésped comun aunado al limitado
numero de secuencias disponibles es un indicador de la abundancia de secuencias de genomas virales aun no
identificados 23. Por lo general, la deteccion de similitudes de uno o mas ORFs predichos con proteinas bien
conservadas es suficiente para detectar los moédulos, por ejemplo, para detectar el médulo de replicacion basta
con detectar helicasas y ADN polimerasas 55. El mosaicismo es evidente, aun dentro de las regiones
homologas de los genomas de los fagos, es probable que los genes “nuevos” se obtienen de los hospederos
y/o de otros grupos de fagos. La extension del mosaicismo en los genomas del fago es notable y se ha
convertido incluso mas claro a medida que aumenta el numero de genomas disponibles para el analisis
comparativo 23. Y una caracteristica importante del mosaicismo es que hace casi imposible rastrear la
descendencia exacta de los fagos 55.

8 clinicalBiotec


https://clinicalbiotec.com/

https://bionaturajournal.com/

Bionatura Journal 2025, 10.70099/BJ/2025.02.03.2

CONCLUSIONES

Se lograron aislar y caracterizar macro y microscopicamente 16 cepas de P. aeruginosa multirresistente
(PAMR), asi como también su identificacion genética en el laboratorio, de las muestras de los centros de
salud y laboratorios clinicos, asimismo, se determinaron sus perfiles de sensibilidad frente a 13 antimi-
crobianos, lograndose evidenciar su multirresistencia. Por otro lado, se identificaron ocho lisados fagicos
de los aislados PAMR. Se identifico que el nivel de infectividad de los ocho fagos se mantuvo a 4°C por
un periodo de 3 meses, disminuyendo a los 6 meses; del mismo modo, se determin6 que a -30°C y -80°C,
la viabilidad de los fagos mostr6 una gran variabilidad, observandose que a -80°C, no existe dafio sobre
ellos, mostrando los fagos FAO-510, FAO-513 y FAO-515, los mejores perfiles de termo estabilidad. Por
otro lado, se evidencid que la radiacion UV por un periodo de 5 segundos, en algunos fagos no afecto su
capacidad infecciosa (F1AO-509 y F1AO-10), sin embargo, a 30 y 60 segundos, si se observo una afec-
cion importante en su viabilidad. En su respuesta a altas temperaturas (37°C, 42°C y 47°C) se determin6
que, estas afectan su capacidad infectiva, observandose que, a 37°C, hay un descenso marcado en su
viabilidad, siendo esta mas notoria, conforme incrementa la temperatura, sin embargo, dos fagos (FAO-
510 y FAO-514) mostraron tener termo estabilidad, manteniendo su viabilidad. En su capacidad de esta-
bilidad frente a diferentes pH (4, 7y 9), se pudo ver que a un pH 7, existia una 6ptima viabilidad, obser-
vandose ademas una tolerancia a pH acidos de cinco fagos (FAO-502, FAO-509, FAO-510, FAO-513 y
FAO-515), siendo el (FAO-513), tolerante a pH alcalino. Se determind en la prueba de rango de hospedero
que los fagos (F1IAO-510 y F1AO-506), mostraron una mejor actividad litica frente a 9 PAMR con
56.25%, y sobre 7 PAMR con 43.75%, siendo los PAMR mas susceptibles AO-501 y AO-505, mostrando
ser infectados por el 75% de los fagos aislados. Se logro obtener DNA fégico y ser caracterizado molecu-
larmente a través del analisis por RFLPs.
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	• Las muestras se transportaron en cooler a 4 C y se almacenaron a -80 C en el Laboratorio de Microbiología Molecular y Biotecnología de la UPAO 26.
	Cepas bacterianas:
	• Se utilizaron 16 cepas clínicas de P. aeruginosa multirresistente (PAMR), previamente identificadas por sistemas automatizados en hospitales de Trujillo.
	• Controles: Se incluyó la cepa ATCC 27853 como control positivo en todas las pruebas.
	Aislamiento y purificación de bacteriófagos
	Obtención de lisados fágicos:
	A. Enriquecimiento:
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	• Se añadió cloroformo (4% v/v), se centrifugó (4,000 rpm, 15 min), y se recuperó el sobrenadante (lisado crudo) 26, 27.
	B. Detección preliminar (Spot test):
	• Se sembraron 100 µL de cultivo ON de PAMR en top agar (con CaCl₂ 10 mM) sobre placas de agar nutritivo.
	• Se agregaron 10 µL de lisado crudo y se incubó (37 C, 24 h). La presencia de halos de lisis confirmó actividad fágica 28.
	C. Purificación:
	• Se realizaron diluciones seriadas (10⁻³ a 10⁻⁹) del lisado crudo en buffer SM.
	• Se seleccionaron placas con halos de lisis aislados y bien definidos. El proceso se repitió 5 veces para obtener fagos puros 29.
	D. Cuantificación:
	• Se calcularon unidades formadoras de placa (UFP/mL) mediante diluciones seriadas (10⁻⁷ a 10⁻¹⁰) y técnica de doble capa.
	Caracterización fisicoquímica de bacteriófagos
	Estabilidad a temperaturas:
	• Almacenamiento: 1 mL de cada fago purificado se almacenó a -30 C y -80 C (6 réplicas por condición). La infectividad se evaluó a los 30 días mediante Spot test.
	• Termoestabilidad: Se incubaron suspensiones fágicas a 37 C, 42 C y 47 C (1 h, agitación). Se midió la infectividad residual 30.
	Resistencia a UV:
	• Se expusieron 200 µL de fagos a UV-C (254 nm, 30 cm) durante 5, 30 y 60 segundos (6 réplicas). La viabilidad se evaluó con diluciones seriadas.
	Rango de hospedero:
	• Se enfrentaron los fagos purificados a las 16 cepas PAMR mediante Spot test. Se registró el porcentaje de cepas susceptibles.
	Estabilidad a pH:
	• Se incubaron 100 µL de fagos en buffer SM (pH 3, 7 y 10; 37 C, 1 h). La infectividad se evaluó post-incubación 27.
	Análisis molecular
	Extracción de DNA fágico y bacteriano:
	• DNA fágico: Se purificó con el kit GeneJET Genomic DNA (Thermo Scientific). Se cuantificó con Nanodrop (≥100 ng/µL).
	• DNA bacteriano: Se extrajo mediante lisis térmica (100 C, 15 min) y se confirmó por PCR del gen O-acetilasa (232 pb) 31.
	Digestión con enzimas de restricción (RFLPs):
	• Selección de fagos: Solo se analizaron los 2 fagos con mayor actividad lítica (F1AO-510 y F1AO-506).
	• Protocolo: Se digirieron 10 µL de DNA con EcoRI, BamHI y HindIII (según protocolo del fabricante). Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa al 1% (70 V, 40 min).
	Controles experimentales:
	• Negativos: Buffer SM estéril en lugar de DNA fágico.
	• Positivos: DNA de fagos estándar con patrones de restricción conocidos.
	Obtención y caracterización de las cepas de P aeruginosa
	En la Figura 1 se muestran los ocho aislados de PAMR en agar cetrimide: AO-502, AO-506, AO-508, AO-509, AO-510, AO-513, AO-514 y AO-515; en el cual se observa, la presencia de colonias con diversos morfotipos descritos para Pseudomonas aeruginosa (col...
	Figura 3. Curva de crecimiento: Inicio de la Fase exponencial “Log” a las 4 horas (flecha verde) de la cepa control de P. aeruginosa ATCC 27853, correlacionando la densidad óptica (D.O) versus el tiempo de crecimiento (horas).
	Spot Test
	Infectividad frente a almacenamiento a bajas temperaturas
	Infectividad frente a radiación UV
	En la prueba de infectividad de las cepas de phagos frente a diferentes tiempos de exposición de luz UV, podemos observar que, este factor no tuvo un efecto sobre este parámetro, a pesar de que se observa una variación entre los valores promedios de 5...
	Termo estabilidad
	Estabilidad a diferentes pH
	Rango de hospedero
	Tabla 3. Cuantificación de bacteriófagos (UFP/mL) de las suspensiones madre (50 mL) de 8 bacteriófagos aislados
	Verde: Halos turbios (T); Amarillo: Halos claros (C), %t: Porcentaje total de lisis.
	Tabla 4. Rango de hospedero de 8 bacteriófagos frente a 16 cepas PAMR, según su porcentaje de lisis.
	Obtención del DNA fágico y análisis RFLPs
	Obtención y caracterización de las cepas de P aeruginosa multirresistentes (PAMR)
	La caracterización fenotípica y microscópica de la cepa control ATCC 2785316 y las 16 cepas reactivadas (AO-501 – 515), mostraron que todas eran bacilos Gram (-). En sus características macroscópicas, y su bioquímica, se observaron colonias circulares...
	La resistencia natural de P. aeruginosa se debe principalmente a la baja permeabilidad de la membrana externa, la expresión de bombas de eflujo y la producción de β-lactamasas inducibles por AMPc; sin embargo, su alta adaptabilidad debido a factores g...
	Rango de hospedero
	Los bacteriófagos reconocen a sus bacterias objetivo con alta especificidad, propiedad mediada por proteínas de unión al receptor (RBP). Estas proteínas son claves en la diversidad taxonómica a la que puede dirigirse un determinado fago, otorgándole s...
	Los fagos tienden a ser bactericidas en lugar de bacteriostáticos y los que son templados pueden convertirse a menudo en una forma lítica mediante la manipulación genética o la selección natural de mutantes 45, 46. Las infecciones fágicas se realizan ...
	Obtención del DNA fágico y análisis RFLPs
	Debido a que los fagos son extremadamente diversos en estructura y composición genética, cada aislado debe secuenciarse y caracterizarse adecuadamente antes de que pueda usarse de manera segura en una aplicación médica 49. Para evitar estos problemas,...
	La naturaleza del genoma viral del fago F1AO-510, se determinó como DNA, lo cual se demostró al observar la degradación del material genómico al ser tratado con la enzima DNAsa. Al comparar el patrón de restricción producido por la enzima EcoRI, se ob...



