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Resumen.

La resistencia a antimicrobianos (RAM), es un problema mayor de salud publica,
declarado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Centro para el control y
prevencion de enfermedades (CDC por su nombre en inglés), se estima que para
el aflo 2050 halla 10 millones de muertes al afio causadas por bacterias

multirresistentes.

Los bacteridfagos son un tipo de virus que infectan y lisan bacterias, estos habian
sido utilizados para tratar infecciones causadas por bacterias antes de la aparicion

de los antibiéticos, sin embargo, quedaron en el olvido.

Los bacteriofagos tienen actividad terapéutica en infecciones bacterianas, el Unico
requisito es que se utilicen bacteriéfagos del tipo litico para asegurar la muerte de
la bacteria, asi como la degradacion de sus productos toxicos.

En la investigacion realizada en este proyecto, bacteridfagos lisogénicos obtenidos

de cultivos bacterianos de las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus

fueron inducidas con ayuda de luz UV a ciclo litico, los bacteri6fagos obtenidos
fueron evaluados con equipo de Dispersion de Luz Dindmica (DLS por sus siglas
en inglés) para determinar el tamafio de particula, se determind la concentracion
de proteinas y acidos nucleicos con un espectrofotometro UV/VIS, la morfologia fue
caracterizada por microscopio electrénico de transmisién y se evalué la actividad
antimicrobiana de los bacteriéfagos con la siembra en doble placa, de acuerdo a
los resultados obtenidos, se obtuvo mas de una poblacién de bacteriéfagos, de
acuerdo a la forma observada en microscopio electronico de transmision (TEM por
sus siglas en inglés) son posiblemente de la familia de los Caudoviricetes y
Corticoviridae, y los bacteriéfagos inducidos ejercieron actividad antimicrobiana

sobre sus bacterias.

Palabras clave:

Bacteriéfagos, bacterias, resistencia, antibioticos, induccion.
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Summary.

Antimicrobial resistance (AMR) is a major public health problem, declared by the
WHO, CDS, and it is estimated that by the year 2050 there will be 10 million deaths

per year caused by multidrug-resistant bacteria.

Bacteriophages are a type of virus that infect and lyse bacteria; they had been used
to treat infections caused by bacteria before the appearance of antibiotics, however,

they were forgotten.

It has been demonstrated that bacteriophages have therapeutic activity in bacterial
infections, achieving very promising results, the only requirement is that
bacteriophages of the lytic type are used to ensure the death of the bacteria, as well

as the degradation of their toxic products.

In the research carried out in this project, lysogenic bacteriophages obtained from

bacterial cultures of the strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus were

induced with the help of UV light to lytic cycle, the bacteriophages obtained were
evaluated with dynamic light scattering equipment (DLS) to determine the particle
size, the concentration of proteins and nucleic acids was determined with a UV / VIS
spectrophotometer, the morphology was characterized by transmission electron
microscope and the antimicrobial activity of bacteriophages was evaluated with
double plate seeding, according to the results obtained, more than one population
of bacteriophages was obtained, according to the form observed in Transmission
Electron Microscopy (TEM) they are possibly from the family of caudoviricetes and
corticoviridae, and the induced bacteriophages exerted antimicrobial activity on their

bacteria.

Key words:

Bacteriophages, bacteria, resistance, antibiotics, induction.
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Introduccién

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza para la salud y el
desarrollo mundial, en 2019 en el pais hubieron 1,270,000 muertes causadas por
bacterias resistentes a antibioticos, ademas de que se estima que para el afio 2050
halla 10 millones de muertes por afio en el mundo, el impacto y la emergencia que
genera la creciente capacidad de las bacterias a los antimicrobianos es
preocupante, ademas hay estudios en los que se demuestra que las bacterias
pueden permanecer en latencia al no haber alimento, y vuelven a replicarse al

encontrarlo, un rasgo en su evolucién muy adelantado y poco esperado [1].

Como consecuencia de la farmacorresistencia, los antibidticos y otros
medicamentos antimicrobianos se vuelven ineficaces, por lo que las infecciones

son cada vez mas dificiles o imposibles de tratar.

Se necesitan urgentemente nuevos antibacterianos, que sean innovadores, VY,
sobre todo, verdaderamente efectivos contra las bacterias contra las que los

tratamientos farmacolégicos ya no son efectivos.

El uso excesivo y el mal uso de antibidticos desde su descubrimiento es la causa
principal por la que se ha desarrollado la resistencia [2], hace que ya no haya
disponibilidad de tratamiento efectivo para infecciones de mas complejidad que
pueden conducir a la muerte, como la septicemia o infecciones a nivel sistémico,
por esta razon, la Organizacion Mundial de la Salud ha hecho una lista de prioridad
de bacterias resistentes, esta ha sido actualizada en 2024, basados en la carga de
infecciones que generan estas bacterias y el impacto que tiene en la salud publica,
esto para poder centrarse en ellas y descubrir nuevas terapias que puedan ser

efectivas en infecciones causadas por las mismas.

Esta lista de prioridad es la que sigue: Las bacterias que tienen prioridad critica

son: Acinetobacter baumanii que es resistente a carbapenémicos; familia

Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de 32 generacion;
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, estas familias de

enterobacterias generan gran preocupacion ya



que agrupan mas de 100 especies de bacterias; Mycobacterium tuberculosis

resistente a rifampicina. Como prioridad alta, estan: Salmonella typhi resistente a

fluoroquinolonas; Shigella spp. Resistente a fluoroquinolonas; Enterococcus

faecium resistente a vancomicina; Pseudomonas aeruginosa resistente a

carbapenémicos; Salmonelas no tifoideas resistentes a fluoroquinolonas; Neisseria
gonorrhoeae resistentes a cefalosporinas 32 generacion y/o a las fluoroquinolonas;

Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Como prioridad media, se

encuentran: estreptococos del grupo A resistentes a macrélidos; Streptococcus

pneumoniae resistente a macroélidos; Haemophilus influenzae resistente a

ampicilina; estreptococos del grupo B resistente a macrolidos [1].

Los cambios en la prioridad en la biusqueda de nuevas alternativas antibioticas
parecen impresionantes, ya que solo del 2017 a 2024, las bacterias que entraron a
prioridad (en sus tres rangos) crecieron, cada vez adquieren mas capacidad de
resistencia y a mucha mas velocidad que sus antecesores, ademas de que hacen
que una infeccion que se consideraba “comun” ahora sea mortal debido a la falta

de tratamiento y aunado a ello la patogenicidad elevada de las bacterias.

Desde la primera aparicion de genes de resistencia, 20 afios después del
descubrimiento de los antibiéticos [2], diferentes grupos de bacterias comenzaron
a adquirir genes de resistencia frente a los nuevos antibiéticos y actualmente la
penicilina que fue en su momento un medicamento revolucionario y que salvd miles
de vidas ya no es eficaz, el acceso a antibiéticos ya nos es posible sin receta
médica, ante la urgencia de una correcta dispensacion y administracion de

antibiéticos, hay guias que permiten determinar si se necesita un antibiético o no.

El objetivo del presente trabajo de tesis de maestria es estudiar la obtencion de
bacteriéfagos de las cepas de Escherichia coli ATCC 11229 y Staphylococcus

aureus ATCC 6538P gue estan en su estado lisogénico e inducirlos a ciclo litico
mediante luz UV, y determinar su actividad antimicrobiana ante sus bacterias. Los
trabajos realizados de bacteriéfagos como terapia, en su mayoria han sido en
bacteriéfagos de tipo litico, y han sido obtenidos de fuentes externas como agua
tratada, muestras biologicas, en caso de estudios realizados utilizando

bacteriéfagos del tipo lisogénico, estos fueron obtenidos de muestras externas, por



lo que los experimentos realizados en esta investigacion son nuevos y brindan otra
perspectiva, ya que los bacteriéfagos que se utilizaron, se obtuvieron de las mismas
bacterias con las que se trabajaron, activdndolos con ayuda de luz UV, se evalu6
su actividad bactericida, obteniendo resultados prometedores, ya que hubo
inhibicion bacteriana, ademas de que en la caracterizacion por morfologia con
ayuda de microscopio electrénico de transmision se observo que hay mas de un
tipo de bacteri6fagos, lo que resulta interesante ya que los bacteriofagos
lisogénicos tienen alta flexibilidad, es decir que pueden ser facilmente modificados
via genética, afladiendo algun residuo que pueda potencializar la actividad
antimicrobiana, o alguna modificacion para evitar el desarrollo de resistencia, entre

otros [3].

ANTECEDENTES

Los bacteriéfagos son un tipo de virus, su nombre proviene del griego “phageton”,
que significa comedor de bacterias, se cree que fueron descubiertos en los afios
1900’s por Frederik Twort y Félix D’Herelle, sin embargo, se tiene documentado
qgue el primer avistamiento de bacteriéfagos, lo llevé a cabo el bacteridlogo inglés

Ernest Hankin, cuando trabajaba cultivos de Vibrio cholerae que fueron colectados

de muestras obtenidas del Rio Ganges y Jumna, en los cuales observo que el

crecimiento no fue uniforme si no que fue limitado, por bacteriéfagos [2].

Frederik Twort trabajé con Micrococcus sp., y plante6 tres hipotesis, su primera
hipétesis sugeria, que el Micrococcus sp. segregaba enzimas lo suficientemente
pequefias para atravesar las membranas y asi lisar la bacteria, una vez fuera se
sintetizaban mas enzimas y seguian con la lisis, y lo describia como un proceso
infeccioso de la bacteria; la segunda hipétesis proponia un cambio en el ciclo de
vida de la bacteria era lo que generaba el crecimiento limitado de la bacteria, y por
altimo la tercera hipotesis, que fue la mas acertada y con ella se partiria para el
estudio de los bacteriéfagos, propuso que esta limitacion estaba dada por virus
microscoépicos, sin embargo, los estudios de Twort no tuvieron mas futuro debido a

la Primera Guerra Mundial [4].



Por otro lado, el microbidlogo franco-canadiense Félix D’Herelle considerado
pionero en la biologia molecular Fig.1, validé la tercera hipétesis de Twort, al
examinar soldados franceses con disenteria grave, colect6 muestras de heces
fecales de los soldados infectados, también prepardé muestras libres de bacterias,
las mezcld con cultivos de Shigella provenientes de los pacientes, la mezcla se
sembrd en cajas de agar para observar el crecimiento bacteriano, D’Herelle observé
las mismas zonas transparentes y limitaciones en el crecimiento bacteriano,
llamando este fendmeno como “parasitos intracelulares obligados”, confirmando asi

la tercera teoria de Frederik Twort [2].

Fig.1 Fotografia de Félix D’Herelle, tomada del libro “Félix D’Herelle and the Origins

of Molecular Biology” [4]

D’Herelle continud las investigaciones probando la eficacia en fagos aislados en la
eliminacion de bacterias. En estas investigaciones se prob6 que no todos los
bacteriofagos tienen la misma efectividad, ni todos logran la lisis bacteriana, logro
llevar sus investigaciones a la administracion de pacientes con coélera y otras
enfermedades entéricas, obteniendo resultados prometedores y logrando la

completa recuperacion de los pacientes [2].

El 3 de septiembre de 1928, al regresar de vacaciones el Dr. Alexander Fleming

profesor de bacteriologia en el hospital de St Mary’s en Londres, notd que en cajas



de Petri de cultivos de Staphylococcus habia colonias de la bacteria por la caja,
salvé por una zona en la que el crecimiento bacteriano por o que en su momento
llamo “jugo de moho” este moho después fue identificado como una rara cepa de
Penicillium notatum, Fleming descubrié que este moho tenia el poder de acabar
con un grupo muy peligroso de bacterias, como estreptococos, meningococo Yy
bacilos de difteria, dio a sus asistentes Stuart Craddok y Frederik Ridley la dificil
tarea de purificar la penicilina, sin embargo, la penicilina fue demasiado inestable,
logrando solo preparar soluciones de material crudo, Fleming public6 sus
experimentos en 1929, dejando a la penicilina solo como una terapia potencial. La
investigacion para el cultivo de penicilina y poder ser purificada, producida a gran
escala bajo condiciones rentables y que se obtuviera una buena calidad del
medicamento comenz0, ya que por la Segunda Guerra Mundial habia una gran
cantidad de soldados que necesitaban el farmaco, no fue hasta 1942 que se llegé
a la técnica de produccién a gran escala adecuada por farmacéuticas como Pfizer
que se inicié con el tratamiento de penicilina como medicamento [5]. Todo este
auge de descubrimiento antibiotico, dej6 de lado las investigaciones de

bacteriéfagos y fueron descartados como terapia antimicrobiana.

Alexander Fleming en una entrevista dada al periédico New York Times, advirtio
que el mal uso de los antibidticos podria hacer que las bacterias generaran
resistencia, sin embargo, esta advertencia fue inadvertida, 20 afios después del

descubrimiento de la penicilina surgieron las primeras cepas de Staphylococcus

aureus resistentes a penicilina [2], confirmando los temores de Fleming, esta
primera aparicion de resistencia fue el comienzo de la adquisicibn de nuevas
habilidades que permiten a las bacterias contrarrestar los efectos de los

antibiéticos, volviendo las infecciones bacterianas cada vez mas dificil de tratar.

¢Por qué usar bacteriofagos? No son considerados organismos vivos ya que al
pertenecer a los virus, son entidades dinamicas, a diferencia de los farmacos los
cuales son sustancias quimicas que inhiben o interrumpen determinado ciclo en la
bacteria, su mecanismo de accion es mucho mas radical ya que usa la maquinaria
de la bacteria para poder multiplicarse y con ello lograr la lisis de la bacteria y de
sus productos toxicos, sin dafiar el medio (paciente) [6], ya que muchos de los

farmacos generan dafio en ocasiones de forma irreversible érganos como rifion,



higado o afectan algunos sentidos como el gusto, olfato u oido, lo que se evita con

el uso de entidades como los bacteriofagos.

La Administracién de Drogas y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés), ha
aprobado el uso de bacteri6fagos bajo la guia de solicitud de nuevo farmaco en
investigacion (IND por sus siglas en inglés), ademas los bacteriéfagos son usados
en la industria de la comida como biocontroladores y también han sido utilizados

como antibitticos veterinarios [7].

La terapia con bacteriéfagos tiene mdltiples ventajas, las cuales, las mas

importantes son las siguientes:

e Especificidad bacteriana: solo infectan cepas bacterianas concretas,
dejando intactas al resto y sin dafiar la flora del medio en el que se aplica el
tratamiento. No causan trastornos en la microbiota, lo cual podria generar
infecciones por microorganismos oportunistas.

e Auto regulacion: aumentan su poblacion en el sitio de infeccion, no se tiene
gue estar administrando constantemente, desaparecen automaticamente al
no haber mas organismos que infectar.

¢ Diferente mecanismo de accién a los antibiéticos: permite tratar infecciones
por bacterias para las que los antibiéticos no son efectivos, ademas de que
se ha documentado que las bacterias sacrifican los mecanismos de
resistencia ya adquiridos en contra de los antibiéticos, por lo que una terapia

combinada es lo ideal en la lucha contra la resistencia bacteriana.

El uso de bacteri6fagos como terapia antimicrobiana ya se habia empleado en la
antigiiedad, incluso antes de los antibidticos, sin embargo, por la falta de
investigacion y con el auge del descubrimiento de los antibiéticos, se dejaron de
lado, ahora, ante la gran problemética actual, como es la resistencia a
antimicrobianos, la pocas posibilidades de terapia, alergias propias de pacientes,
enfermedades cronicas concomitantes, poco acceso, alto costo de antibibticos
sofisticados o modificados, hace que sea imprescindible tomar en cuenta esta
opcion tan prometedora como los bacteri6fagos, ya que son altamente especificos

y son depredadores naturales de las bacterias y cada bacteriofago, tiene su grupo



especifico de bacterias a infectar, lo que hace que sea una terapia en potencia y

devolver la susceptibilidad a antimicrobianos existentes.

Los bacteriofagos siguen dos ciclos:

Litico: se siguen varios pasos, primero se da la unién del virus a la bacteria,
mediada por proteinas de union a receptores (RBP por sus siglas en inglés),
gue se unen a receptores especificos que se encuentran en la superficie
bacteriana, como LPS (lipopolisacaridos), OmpA (proteina A de membrana
externa) y OmpC (proteina C de membrana externa), a lo largo de la historia
los bacteri6fagos han evolucionado para producir enzimas como
depolimerasas, estas enzimas ayudan al reconocimiento y degradacion de
polisacaridos capsulares y extracelulares que pueden encapsular los
receptores bacterianos. Una vez que la unién se completo, el bacteriéfago
inyecta su material genético al hidrolizar la membrana externa con la ayuda
de hidrolasas de peptidoglicanos asociadas a virus, al estar en el citoplasma,
el material genético viral secuestra los mecanismos de replicacion vy
traduccion de la célula bacteriana, asi como también utiliza la maquinaria
metabdlica para producir grandes cantidades de nuevos virus [8], esta
interaccion bacteria-bacteriéfago es presentada en la Fig.2.

Una vez que haya suficientes virus dentro de la bacteria, los bacteriéfagos
generan endolisinas las cuales son enzimas que median la ruptura de la
bacteria para la posterior liberacién de los viriones, estas endolisinas tienen
la capacidad de poder degradar peptidoglicanos sin dafar células aledafias,
la produccion de estas enzimas se da al final del ciclo litico y ocurre muerte
osmatica, posterior a la accion de las endolisinas, interviene una proteina
llamada holina, esta regula la lisis del hospedero, esta proteina llega a una
concentracion umbral en etapas finales de infeccion, oligomerizando la
membrana citoplasmatica modificando su permeabilidad y perdiendo su
polarizacion, produciendo agujeros, permitiendo que las endolisinas que se
encuentran en el citoplasma accedan a la capa de peptidoglicanos. Las
endolisinas se dividen en cinco grupos, estas son las acetiimuromidasas,

transglicosilasas, glucosaminidasas, amidasas y endopeptidasas [8].



También existe otro grupo enzimatico que participa en el ciclo litico, las
espaninas, las cuales median la fusion entre las membranas interna y
externa de la bacteria (Gram -), después de que las endolisinas se hayan
anclado a la pared de peptidoglicano, la espanina une la membrana interna

y externa, lo cual conduce a la liberacién del citoplasma vy lisis celular [9].

El proceso de infeccion y eliminacion de la bacteria se lleva a cabo de 10-20
min [10], sin embargo, este proceso se puede ver favorecido con ayuda de
iones como Mg?*[3], este ibn ha demostrado que ayuda con la unién

bacteri6fago-bacteria.
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Fig. 2 Representacion esquematica de la infeccion de bacteriéfagos liticos

[8]

Lisogénico: Sigue el mismo curso que el ciclo litico, sin embargo, en su
genoma posee integrasas, las cuales permiten que el genoma virico se una
al genoma bacteriano, recombinasas las cuales permiten la modificacion del
material genético, enzimas represoras las cuales mantienen anclado el

genoma virico al genoma de la bacteria y por ultimo excisionasas, que



permiten la salida del genoma virico bajo ciertas condiciones [8], en este
ciclo el genoma del bacteriéfago se queda insertado en el genoma de la
bacteria y se queda en latencia, aunque este ciclo puede ser inducido a ciclo
litico, esta induccién se da a través de dafio al DNA, que termina en cambios
en genes represores los cuales mantienen unido el genoma virico al de la
bacteria, la induccidn se puede dar a través de estrés celular [7], los cuales

pueden ser:

-Exposicién aluz UV

Un estudio realizado sobre el efecto de la luz ultravioleta en la activacion de
bacteriéfagos lisogénicos demostrd que hay alrededor de 728 genes responsables
de esta induccion (este estudio se realizé induciendo el bacteriéfago A
perteneciente a E. coli), sin embargo, esta activacion no tiene ningun efecto sobre

la expresion genomica del hospedero [11].

-Desecacion

-Radiacion ionizante

-Induccién universal de bacteriéfagos. Mitomicina C.

-Cambios en el pH.

-Cambios en la temperatura.

-Cambios en los nutrientes del ambiente en donde se encuentran.
-NUmero de sitios de infeccion.

-Carbon organico, al terminarse el Carbono, el pH del ambiente baja, generando la

induccion.
-Concentracion de metales pesados.
-Demanda Quimica de Oxigeno (COD por sus siglas en inglés).

-Antibidticos.



Todas estas condiciones pueden generar la mutacién de genes represores que
mantienen anclado el genoma virico al de la bacteria, llevandolo a seguir el ciclo
litico [6].

El estrés celular que produce cualquiera de estas condiciones ya sea que actien
en conjunto o de modo aislado conducen a la produccion de proteasas (proteina
recA) destruyendo a la proteina que reprime la salida del genoma del bacteriéfago
con ayuda de excisionasas, por lo que el bacteriéfago cambiara su ciclo a litico. Los
bacteriofagos lisogénicos son altamente modificables por técnicas génicas, se
pueden quitar secciones del genoma evitando que se revierta la induccién [9,10], o
también se pueden afiadir secciones que potencialicen su accion, otra alternativa
gue se ha propuesto es la purificacion de holinas, endolisinas y espaninas, enzimas
que participan al final del ciclo litico degradando la bacteria, estas enzimas se
combinan con los bacteriéfagos, y se potencializa la accion bactericida [8,12].

La figura 3 representa esquematicamente el ciclo del bacteriéfago, que puede irse
por la via litica, lisogénica o bien inducir el ciclo lisogénico a litico.

Ciclo del bacteri6fago

1. Unién /Ng, Induccién

LITICO

2. Penetracion 3
LISOGENICO r\

AT

4 A. Division celular

L 3. Integracion
3. Replicacion y ensamble g
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Fig. 3 Representacion esquematica del ciclo del bacteriéfago

Los bacteriofagos tienen una morfologia muy diversa, divididos en grupo de
acuerdo a una nueva nomenclatura que se le asigno a los bacteriéfagos debido a
su gran diversidad y numerosas especies [13], estos grupos se pueden observar
en la Fig.4, estan rodeados de una capside formada de proteinas, esta capside
protege al material genético del virus, miden de 24-200 nm.

Histéricamente los bacteriéfagos han sido identificados de acuerdo a su morfologia,
esto antes de la existencia de técnicas como PCR, para los bacteriéfagos con cola,
la nomenclatura aceptada fue la de David Bradley, él clasificd a los bacteri6fagos
en tres morfotipos, A cola contractil, B cola larga no contractil, C cola corta no
contractil. Sin embargo, esta nomenclatura de bacteriéfagos resulté obsoleta al
obtener la secuencia genética de diversos bacteriofagos, demostrando que hay
mas diferencias de las que se pensaban [13], por los bacteriéfagos tuvieron que ser

clasificados como sigue:

Caudoviricetes Corticoviridae Tectiviridae

ghste

Plasmaviridae Cystoviridae Leviviridae

L SEeNe

Tubulavirales Microviridae

— = U

Fig. 4 Morfologia de bacteriéfagos [13]
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Los bacteri6fagos son altamente abundantes en el ambiente (alrededor de
103%especies), uno de los reservorios de bacteri6fagos que pueden ser usados
potencialmente en infecciones causadas por bacterias, son aguas residuales,
ademas han mostrado alta estabilidad en cuanto a temperatura (25-60 °C muestran
mayor estabilidad) en temperaturas mayores a 60 °C, los bacteridfagos pierden
efectividad rapidamente debido principalmente a la desnaturalizacion de las
proteinas de la capside y a pH (4-10) en pH mayores de 10 o menores de 4, ocurre
la degradacién de proteinas de la capside y de acidos nucleicos, la estabilidad de
los bacteriofagos en estos rangos de pH y temperatura los hace viables a la
administracion en humanos sin la necesidad de anadir “protectores” para que
puedan ejercer su accion [12,14]. Para la purificacion de bacteriéfagos obtenidos a
partir de aguas residuales, la técnica ideal seria la cromatografia liquida, donde se

obtienen los bacteriéfagos con mas grado de pureza [15,16].

Un punto a evaluar es la liberacion de genes relacionados a resistencia cuando la
bacteria es lisada por los bacteriéfagos, por lo que una terapia combinada es lo mas
viable para asegurar la muerte de la bacteria y la eliminaciéon de factores de
patogenicidad que son contenidos dentro de la bacteria [12,17,18]. Estudios en los
que se ha usado terapia combinada, han mostrado que hay mutaciones en la
bacteria que la vuelven susceptible a antibioticos a los que era resistente, lo que es
otra de las ventajas de la terapia con bacteri6fagos, en un estudio realizado por
Volozhantsev et.al se demostr6 que también disminuye la patogenicidad de las
bacterias ya que se han visto mutaciones en proteinas que codifican para la
membrana y en lipopolisacéridos los cuales brindan a las bacterias su capacidad
de destruccion [17,18].

El uso de bacteri6fagos de manera clinica es cada vez mas creciente y los
resultados son cada vez mas prometedores; en California (EUA), se tienen bancos
de bacteri6fagos que estan listos para usarse clinicamente, uno de las principales
caracteristicas de estos bancos es que los bacteri6fagos estan perfectamente
secuenciados y caracterizados, esto para asegurar la efectividad, identidad y que
los bacteriéfagos no tengan genes que puedan dafiar al paciente o contengan

restos bacterianos o algun otro residuo indeseable, la produccion de estos
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bacteriéfagos esta alineada con las Buenas Practicas de Manufactura [19]. Para
una correcta administracion de bacteri6fagos como terapia, una primera
recomendacion es el aislamiento del patégeno y evaluar su susceptibilidad a
antibioticos, posteriormente recurrir al banco de bacteri6fagos y evaluar su
efectividad contra el patdgeno, mediante formacion de placas en intervalos de 18-
24 h, esta es una de las primeras recomendaciones de terapia con bacteriéfagos,
aunque aun esta practica nueva y se es necesario la investigacion y la evaluacion
de la efectividad de los bacteriéfagos, tanto en su ciclo lisogénico como en el ciclo
litico, la administracion a los pacientes y su efecto sobre los mismos, ya que es aun
desconocido el mecanismo de accion, el efecto que tendra en el sistema inmune
etc., esto para poder disefiar una terapia, seleccionar bacteriéfagos efectivos y
personalizar la terapia [14,17,18].

Un estudio de un coctel de bacteriéfagos contra A. baumanii aplicados de manera
topica en la sala de emergencias de un hospital en Taiwan, disminuyo la resistencia
de carbapenem de 87.76% a 46.07%, esto redujo infecciones causadas por este
patdgeno, asi como también redujo indirectamente el uso de antibiéticos para tratar
estas infecciones [19]. Una de las ventajas que brinda la terapia fagica es la
reduccion de mecanismos de resistencia a antibiéticos, devolviendo susceptibilidad

a los farmacos y volviendo manejables las infecciones causadas por bacterias.

El aislamiento de bacteri6fagos para uso terapéutico ha demostrado que el uso
como coctel es lo mas adecuado, ya que presentan mejor actividad bactericida,
para tratar infecciones causadas por bacterias, un estudio realizado por Nale et.al
en el que aislaron un coctel de cinco bacteriéfagos especificos de Clostridium
difficile, una bacteria considerada oportunista que causa infecciones del sistema
digestivo, y que tiene una elevada mortalidad, causando infecciones en pacientes
inmunocomprometidos, pacientes con disbiosis, en su mayoria por efecto de
antibioticos, ya que estos farmacos al tener un amplio espectro de accion, elimina
incluso bacterias que son benéficas para el ser humano, el estudio se realiz6 en
condiciones semejantes al ambiente en el cuerpo humano, los resultados
demostraron la efectividad de los bacteridfagos, ya que eliminaron completamente
la bacteria, favorecio el crecimiento de bacterias benéficas [20]. Una de las ventajas

del tratamiento de infecciones bacterianas, es la auto regulacion, esto quiere decir
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que el bacteri6fago aumentara su poblacion de acuerdo al nUmero de sitios de
infeccion, por lo tanto, cuando el sitio de infeccién (bacteria) disminuya, los
bacteriofagos cesaran su produccion, esta propiedad se ha visto reflejada en
algunas investigaciones mediante la determinacion de la multiplicidad de infeccion
(MOI), mostrando mejores resultados con una MOI de 0.1 en comparacion con la
MOI de 10, esto puede significar que al ingresar una gran cantidad de particulas
virales al sitio de infeccion el que no haya suficientes sitios de infeccion [14],
disminuye la accion de los bacteriéfagos, y al ingresar un menor numero de
particulas virales, al haber mayor superficie de contacto, los bacteriéfagos
aumentaran su progenie de manera exponencial, potencializando su actividad
bactericida [21].

El conocimiento en cuanto a terapia con bacteridfagos es reducido, ademas de que
se tienen limitaciones en su estudio, debido a caracteristicas propias del virus, ya
que este no se puede tratar como un farmaco, la farmacodinamia, farmacocinética
es desconocida y no aplica ninguna regla farmacéutica, ni sigue ninguna guia
establecida, se requieren un disefio de terapia exclusivo. Otra de las limitaciones
de los bacteriéfagos, es que una vez aislados, su efectividad se pierde si se
almacenan por mucho tiempo, ademas de que para asegurar que la terapia fagica
sea efectiva, se requiere el testeo de los potenciales bacteriéfagos con la bacteria
problema, y con ello dilucidar los bacteri6fagos adecuados para cada serotipo de
bacteria [20,21].

Se ha descrito que para el uso de bacteri6fagos como terapia se requiere
estrictamente bacteriéfagos del tipo litico, ya que se teme que los bacteriéfagos
lisogénicos puedan ayudar a el paso de genes responsables de la adquisicion de
resistencia a las nuevas generaciones de bacterias, sin embargo, se ha probado
que la induccion de bacteriéfagos lisogénicos a liticos tienen buena actividad
terapéutica y mediante técnicas genéticas eliminar los fragmentos que estén

involucrados en la resistencia a los mismos.

Se ha evaluado en diversas investigaciones y el uso combinado de varios
bacteriéfagos lisogénicos inducidos a ciclo litico combinados no representan riesgo

de poder transcribir a células hijas genes que confieran resistencia a la bacteria,
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ademas de que tienen una buena actividad antimicrobiana, la ventana terapéutica
es amplia, lo que permite disefiar estrategias para terapias combinadas, el rebrote
de las bacterias no genera resistencia a los bacteriéfagos, por lo que la terapia
resulta de gran ventaja, al poder obtener la terapia del hospedero [12]. La induccion
de bacteriéfagos lisogénicos se da, como se dijo anteriormente a través de estrés
celular, lo cual se puede lograr por ejemplo con luz UV, induciendo la produccién
de proteasas (proteina recA, esta mantiene anclado el genoma virico al bacteriano),
se ha probado que esta induccion solo afecta al genoma del virus, desanclando su
genoma y cambiando al ciclo litico, el genoma bacteriano no se ve afectado por
estas condiciones [11]. En Japdn se realiz6 el aislamiento del bacteriofago

lisogénico PKSM9I6 perteneciente a Streptococcus mutans, demostrando actividad

litica en diversas especies de la bacteria, incluso en céctel de diferentes bacterias,
la inhibicion contra S. mutans fue selectiva, la flora bacteriana propia del sujeto no
se vio modificada ni afectada [22], contrario a lo que pasa con farmacos, ya que
estos al tener un amplio rango de accion y tener sitios de accion celulares
especificos dafian grupos de bacterias, en los que estan bacterias benéficas,
generando disbiosis y volviendo susceptibles a los pacientes a infecciones mas
complejas por bacterias oportunistas, un ejemplo de estas es Clostridium difficile
[20,21].

La administracion de bacteriéfagos en humanos es aislada y se ha dado en casos
extremos, en pacientes que estan al borde de la muerte, un caso documentado es
el de un paciente diabético de 68 afios, padecia de pancreatitis necrotizante que se
complicé por infeccion causada por A. baumanii, el paciente recibio terapia con un
amplia gama de antibiéticos y drenajes percutaneos de un pseudoquiste
pancreatico, sin embargo, el paciente fue empeorando cada vez mas en un lapso
de 4 meses, a peticion de médicos y familiares, se investigaron bacteriéfagos de A.
baumanii, se identificaron 9 (en el principio de la seleccion, se tenian alrededor de
200 bacteriofagos, de los cuales 98 eran especificos para A. baumanii) algunos de
los bacteri6fagos seleccionados se muestran en la Fig. 5, con actividad litica contra
la bacteria, los bacteri6fagos se administraron de manera intravenosa a la cavidad
del absceso, el paciente durante el proceso de administracion del coctel de

bacteriéfagos no respondia a estimulos externos y fue diagnosticado con
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insuficiencia renal, posterior a las primeras 36 h de la administracion, el paciente se
mantuvo estable pero en estado comatoso, por el estado clinico del paciente se
optd por administrar una nueva dosis de bacteridfagos, y las administraciones se
llevaron en intervalos cada vez mas frecuentes durante dos dias mas, el paciente
desperté abruptamente del coma en el que estaba y pudo hablar por primera vez
en semanas con sus familiares. En este proceso de disefio individual de terapia con
bacteriofagos, estuvo exhaustivamente controlado y monitorizado, tomando
muestras y cultivando la bacteria constantemente para evaluar sus cambios
respecto a la terapia y su susceptibilidad tanto a los bacteriéfagos como a diversos
antibioticos (los estandares contra la bacteria), en este proceso A. baumanii se
volvid susceptible a minociclina y este antibiético se afiadié por los siguientes 4
dias; las siguientes tres semanas se siguid tratamiento combinado (bacteriéfago-
antibiotico), ajustando terapia y dosis. El estado mental del paciente regres6 por
completo, fue desconectado de la respiracion artificial y la funcién renal mejoré
gradualmente. El tratamiento con el coctel de bacteriéfagos siguié por 8 semanas
mas, mejorando su estado de salud de manera exitosa, el paciente fue dado de alta
al dia 245 de su ingreso, el paciente regreso a su vida normal al dia siguiente
[23,24]. Este es un ejemplo en el que se demuestra que la terapia con bacteriéfagos
es la respuesta a la necesidad de una nueva terapia antimicrobiana ante la
creciente resistencia de las bacterias a los antibiéticos, los bacteri6fagos son
ampliamente eficaces, no generan efectos secundarios al paciente, promueven la
proliferacion de bacterias benéficas, son altamente especificos, devuelven
susceptibilidad a antibiéticos, por lo que merece la pena que se disefie una guia

exclusiva para esta nueva opcion antibiotica.

En el presente trabajo de tesis se inducirdn bacteriéfagos que estan anclados a la
bacteria (siguiendo ciclo lisogénico), se llevaran a ciclo litico con ayuda de luz UV
y con ello se evaludé su accion en contra de las mismas bacterias, en el inicio de

este proyecto solo se utilizardn cepas de bacterias ATCC las cuales son

Staphylococcus aureus y Escherichia coli, como primer paso en esta linea de
investigacion se evaluara la efectividad de los bacteri6fagos inducidos con la
proyeccion de escalarla a mas especies de bacterias y evaluar la respuesta de los

bacteriéfagos activados en contra de sus bacterias.
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La investigacion en este campo es nueva, se tienen limitaciones en diferentes
ramas relacionadas a la investigacion y propuesta de terapia antimicrobiana de los
bacteriofagos, por lo que, para el disefio del proyecto, se apoyé del amplio
conocimiento en virus de la Dra. Veroénica Villagrana en virus, hay diversas hipotesis
acerca de bacteriofagos y los ciclos que siguen, como pueden afectar el medio,
como pueden verse ellos afectados, ademas de que se desconoce aun la forma de
interacciobn de estos con el sistema inmune, si pueden o no desencadenar
reacciones alérgicas, si pueden heredar o brindar genes de resistencia de una
bacteria a otra, por lo que en lugar de benéficos puedan resultar dafinos. Esta
investigacion abre un panorama a una nueva opcion de terapia antimicrobiana,
obtenida del hospedero, resultando de gran ventaja, ya que la activacion se da de
manera sencilla, estudios realizados en bacteriéfagos del tipo lisogénico han
mostrado ser altamente modificables via ADN, se pueden afiadir sinergias, enzimas
gue potencialicen su accion, modificar partes de su genoma que puedan revertir el
ciclo de nueva cuenta (litico a lisogénico) ademas de que también se tiene
documentado que pueden devolver la susceptibilidad a antibidticos [12].

JUSTIFICACION

La necesidad de nuevas opciones de tratamiento contra infecciones causadas por
bacterias y la disminucién de los genes relacionados a resistencia antimicrobiana.
Los bacteriofagos han demostrado desde su descubrimiento en 1917
aproximadamente, su capacidad de erradicar bacterias, la inocuidad al receptor,
favorece al crecimiento de bacterias benéficas, devuelve susceptibilidad a farmacos
a los que ya no funcionaban. Los bacteridfagos fueron la primera opcion para tratar
infecciones causadas por bacterias y actualmente son usados industrialmente, en
animales y su uso en seres humanos ha sido aprobado en algunos paises
demostrando resultados y salvando pacientes a los que ya no se les daba un

prondstico de vida.
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HIPOTESIS

Algunas bacterias contienen en su genoma secuencias especificas de
bacteri6fagos, que bajo ciertas condiciones pueden activarse y ejercer efecto litico

sobre la célula bacteriana que las hospeda.

Objetivo General

- Activar bacteriéfagos lisogénicos provenientes de las bacterias ATCC

Staphylococcus aureus 6538P y Escherichia coli 11229 con ayuda de luz

UV, inducir a ciclo litico y evaluar su actividad bactericida.

Objetivos especificos

- Crecer bacterias ATCC en caldo enriquecido de triptonas.

- Determinar la longitud de onda a la que se activan los bacteriéfagos elegidos.

- Determinar el tiempo al que los bacteri6fagos deben ser expuestos a la luz
uVv.

- Purificar bacteriéfagos especificos para las bacterias Staphylococcus aureus
6538P y Escherichia coli 11229.

- Cuantificar el contenido molecular de los bacteriéfagos activados.

- Caracterizar de acuerdo a tamafio por dispersion de luz dinamica (DLS)
- Caracterizar de acuerdo a forma mediante Microscopio Electronico de
Transmision (TEM).

- Evaluar la accion bactericida de los bacteridfagos obtenidos.
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MATERIAL Y METODOS

Para todos los procesos llevados a cabo en esta investigacion se utiliz6 material y
reactivo grado bioldgico y previamente esterilizado mediante autoclave, se

explicara de manera breve la funcion de equipo utilizado en la investigacion.

Se utiliz6 agua doblemente desionizada con una resistividad de 18.3 MQ.

Disefio experimental

La investigacién de la activacion de bacteriéfagos es muy escasa, la bibliografia no
muestra la manera de hacerlo, ni describe las condiciones idéneas para hacerlo,
por lo que se recopild informacion de virus, bacterias, bacteriéfagos y se probaron
varias lineas de investigacion y diferentes condiciones. Se inici6 la experimentacion
con modelos liquidos, la siembra de bacterias se realiz6 en un volumen mayor de
caldo nutritivo y se llevé a cabo la radiacién con ayuda de una lampara UV, se
evalué el efecto de la luz UV al paso del tiempo, desde 5 min hasta 2 h, la longitud
de onda elegida fue de 254 nm, se trabaj6é también con 365 nm sin resultados, este
proceso de prueba dio las condiciones ideales para el desarrollo de la investigacion
que fue una combinacion de trabajo en medios liquidos y sélidos, en el medio
liguidos se favorece el crecimiento de las bacterias al proporcionar un medio
enriquecido como el caldo de triptonas, y en el medio sélido se deposita solo una
fraccion del medio liquido para poder controlar la concentracion de bacterias y
exponerlas a condiciones de estrés que generaran la activacion de los
bacteriéfagos lisogénicos y su posterior induccion a ciclo litico por efecto de la
irradiacion UV, llevada a cabo en la campana de flujo laminar para asegurar que
toda la superficie de bacterias es irradiada, lo que no se podia lograr con la lampara.
El procedimiento de purificacion de virus fue el elegido al obtener inhibicion de
crecimiento posterior a la irradiacion UV, la inhibicion del crecimiento fue el primer

pardmetro que demostraba la presencia de bacteri6fagos.
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Objetivo metodolégico

El objetivo de la experimentacion es determinar la longitud de onda a la que los

bacteriofagos lisogénicos activados de las bacterias S. aureus y E. coli se inducen

a ciclo litico, asi como el tiempo al que deben ser expuestas las bacterias a la luz
UV, lograr la activacion de los bacteriéfagos y caracterizarlos de acuerdo a
contenido, tamafio y forma, cuando se tengan caracterizados se evaluara su

actividad antimicrobiana.
MATERIAL, EQUIPO Y SOLUCIONES PREVIAS

Se presentan a continuacion la descripcion detallada de reactivos y soluciones que
se utilizaron a lo largo del proceso de investigacion.

Cepas utilizadas. Las cepas fueron facilitadas por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica, Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Escherichia coli ATCC 11229,
estas estaban conservadas en glicerol y fueron almacenadas en ultracongelacion
(-70- -80 °C).

Caldo Triptona. Caldo enriquecido para el crecimiento de precultivos y crecimiento
de bacterias en medio liquido, preparado con agua desionizada. Compuesto por 10
g de NaCl (marca Analytycal), 10 g de bacto triptona (marca BD) y 5 g de extracto
de levadura (marca BD) en 1 L de agua, una vez preparado, se disolvié por
completo con ayuda de calor en placa de calentamiento. Al obtener el caldo de
triptona disuelto es llevado a autoclave para asegurar esterilidad del mismo.

Agar Luria-Bertani (LB) Marca BD. Medio de cultivo enriquecido para el
crecimiento de bacterias en medio sélido, se compone de 10 g de triptona (marca
BD), 5 g de extracto de levadura (marca BD), 5 g de NaCl (marca Analytycal) y 15
g de agar (Marca BD). Este medio se prepara con 1 L agua desionizada, se mezcla
con ayuda de calor en placa de calentamiento y posteriormente se lleva a autoclave
para esterilizar, al alcanzar una temperatura aproximada de 45 °C se vacia a caja
de Petri en medio estéril en presencia de mechero y al solidificarse se lleva a

refrigeracion.
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Agar Luria-Bertani (LB) al 66% (agar blando). Para preparar 150 mL de agar
blando se tomaron 5.25 g de agar LB (marca BD), se disolvieron con ayuda de
calor, y se esteriliz6 en autoclave, la temperatura para usar el agar es de 45 °C
aproximadamente y se realiza el experimento de siembra en doble placa.

Buffer TNE. Este fue el buffer de suspensién para los bacteridfagos, este tipo de
buffer es util para la resuspension de bacteriéfagos, se prepar6 0.5 L, compuesto
por TRIS (marca invitrogen) a una concentracién de 50 mM preparado a partir de
reactivo en polvo, NaCl (marca Analytycal) a una concentracion 100 mM y EDTA a

una concentracion de 5 mM, este buffer se ajust6 a pH de 7.5 con acido clorhidrico.

NanoDrop 2000c. Este equipo es un espectrofotdmetro, este equipo se empled en
la medicion de diversos analitos, como fueron la densidad 6ptica de los medios de

cultivo, la cuantificacién molecular de los bacteriéfagos activados.

Incubadora mixer. De la marca Eppendorf, fue utilizada en la incubacién de las
bacterias en los medios previos, en el crecimiento bacteriano post irradiacion UV,
la recuperacion de los bacteri6fagos después de la irradiacion, en el experimento

de doble placa.

Campana de flujo laminar. De la marca Thermo Fisher Scientific, utilizada para
procedimientos que requerian alta esterilidad, como el vaciado de caldo de triptona
antes de hacer siembra de bacterias, control para mediciones en nanodrop,

irradiacion UV.

Centrifuga. De la marca Laboratory Products, se utilizO para remover restos
celulares de gran tamafo, luego de recuperar los bacteriofagos contenidos en la

caja de Petri.

Ultracentrifuga. De la marca Beckman Coulter, velocidad regulable hasta 100, 000
rpm, se utilizé para obtener los bacteriofagos y eliminar el caldo ya que este no era

el ideal para conservar los bacteri6fagos.
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Variables experimentales

Variables con las que se trabajaron a lo largo de la investigacion, cada una con
diferentes propiedades y afectadas por diferentes factores con las que se pudo
experimentar y evaluar el efecto de estos, ademas de usarlos en favor al objetivo

gue se planteé al inicio del experimento.

Como variables independientes estan las longitudes de onda, se evaluaron dos
opciones, se evaluo el efecto de una longitud de onda de 365 nm, y no se obtuvieron
los resultados esperados, no hubo inhibicién del crecimiento de las bacterias; en
cuanto a la longitud de onda de 254 nm fue la elegida y resultd 6ptima para la
activacion de los bacteri6fagos. Otra variable independiente es el tiempo de
exposicidn, ya que no se tiene registro, por lo que se testearon diferentes intervalos,
al inicio de la experimentacion se trabajo con metodologia liquida, y se evaluo el
efecto del tiempo de irradiacion, desde 5 min hasta 2 h, donde cada intervalo de
tiempo se media la turbidez de la solucion, en donde la turbidez fluctuaba y los
valores arrojados de absorbancia no eran significativos, y de acuerdo a los valores
de absorbancia en estos experimentos, el tiempo de irradiacion UV elegido fue de

10 min.

De las variables independientes se obtienes las variables dependientes, que son
los halos de inhibicion post irradiacion, concentracion de proteinas y acidos

nucleicos, tamafio y morfologia, efecto bactericida.

1.1 Siembra de bacterias

Para realizar la siembra de bacterias en caldo de triptona, enriquecido con extracto
de levaduray cloruro de sodio, se tomé una asada de las cepas y se resuspendieron
en 5 mL de caldo triptona, dejandolo 24 h en incubacién a 180 rpm en la incubadora

mixer.

Se utilizaron cepas ATCC de S. aureus (6538P) y E. coli (11229), los viales que

contienen estas bacterias se pueden observar en la Fig 5.
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Escherichia coli
ATCC 11229 LESP-E-27

. Cultvo: 220623

Caducidad: 22 06.25
WMedio Conservacion: AST-A

Fig. 5 Cepas de E. coliy S. aureus, contenidas en glicerol y almacenadas a -80

°C aproximadamente

Al obtener el cultivo posterior a 24 h de su siembra, se hizo una resiembra del cultivo
en caldo nuevo, se toman 500 pL del cultivo y se resuspendieron en 5 mL de caldo
nuevo, se dejo en incubaciéon hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5-0.7, en
este proceso la incubacion fue desde 25 min hasta 40 min aproximadamente, estas
mediciones se hicieron en el espectrofotometro Nano Drop 2000c, en este valor de
densidad Optica, las bacterias estan en un punto exponencial de la curva de
crecimiento, por lo tanto hay una gran cantidad de poblacion bacteriana, lo que

favorece al desarrollo de los experimentos.

1.2 Exposicién a luz UV

La longitud de onda a la que se expusieron los cultivos de bacterias fue 254 nm,
por 10 min de exposicion.

Para exponer las bacterias a luz UV, del cultivo liquido se tomé 1 mL de caldo a la
densidad 6ptica deseada (0.5-0.7) y se vacio en una caja de Petri que contiene
agar LB y se uniform6 con ayuda de un asa, se dejo en incubacion por 10 min para
posteriormente pasarlo a una campana de irradiacion UV, este procedimiento
también se llevo a cabo en un control el cual solo se deposité el caldo de triptona
sin bacterias, con una longitud de onda de 254 nm y 10 min, después de esta
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exposicion se dejé incubando toda la noche (aprox. 18 h-24 h) a 37 °C para

observar el efecto de la luz UV sobre las bacterias.

1.3 Bacterias post irradiacion UV

Después de la irradiaciéon UV y la incubacién de las cajas de Petri con el cultivo
bacteriano, se observé el crecimiento después de 18-24 h, obteniendo halos de
inhibicion en la caja de Petri, esta inhibicion es el primer marcador que indica que
la activacion de los bacteriéfagos fue satisfactoria, por lo que los pasos siguientes

seria la purificacion, caracterizacion y la evaluacion de su accion bactericida.

1.4 Purificacion de bacteriofagos

En el experimento anterior, se demostrd que la exposicion del cultivo de bacterias
a la luz UV lograron activar con éxito los bacteriéfagos lisogénicos que estaban
anclados a la bacteria e inducirlos a ciclo litico, lo que abrié el camino para iniciar

el proceso de purificacion.

En la caja de Petri obtenida se depositd caldo de triptona para difundir los
bacteriéfagos obtenidos, se depositaron 10 mL de caldo y se incubaron a 37 °C por
2 h, recuperando el caldo, posterior a este tiempo, se centrifugd a 10,000 rpm por
10 min, esto para poder separar restos celulares grandes y separar el pellet
bacteriano. El sobrenadante obtenido se filtré con membranas de 0.45 p, también
para descartar tamafios que no son relevantes para la investigacion, como restos
de bacterias, proteinas libres u otros artefactos, posterior a esto se ultra
centrifugaron a 60,000 rpm por 2 h, obteniendo finalmente el pellet que contiene los
bacteriéfagos, este se resuspendié en buffer TNE y se dej6 en el agitador Rock-it
en movimiento oscilatorio por 24 h, logrando que se resuspendiera completamente

para las mediciones siguientes.
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Cuando el pellet que contiene los bacteriéfagos se resuspendio en el buffer TNE,
se almacenaron en tubos eppendorf en refrigeracion a 4 °C, estas fueron las
condiciones en las que se tuvieron los bacteriéfagos activados entre las mediciones
posteriores, el volumen obtenido en cada una de las repeticiones de bacteriéfagos

fue de aproximadamente 100 pL.

1.5 Cuantificacién molecular

Al obtener los bacteriéfagos purificados contenidos en el pellet, fue resuspendido
en 100 pL de buffer TNE, el suspendido obtenido fue empleado para la
cuantificacion de proteinas y acidos nucleicos con ayuda de Nanodrop 2000c,
depositando 2 pL de la muestra, teniendo como control agua desionizada, se
obtuvieron las concentraciones de acidos nucleicos y proteinas, los valores
obtenidos en estas mediciones serian indicador de que se obtuvieron los

bacteriéfagos.

1.6 Caracterizacion de acuerdo a tamafio por equipo de Dispersion de Luz
Dindmica (DLS)

Los valores de proteinas y acidos nucleicos indicadores de que hay bacteriéfagos
en el suspendido de bacteriéfagos purificados dieron la pauta a continuar con el
siguiente paso en la caracterizacion de los bacteriofagos determinando su tamafio
empleando DLS, 100 yuL de muestra se depositaron en celdas ZEN0040 para su

medicién en DLS, al obtener el resultado la muestra se regresé al tubo eppendorf.

25



1.7 Caracterizaciéon estructural en Microscopio Electronico de Transmision
(TEM)

Para el depdsito de muestras, se utilizaron rejillas de cobre cubiertas con carbén e

hidrofilizadas.

En el laboratorio se cuenta con un sistema que consiste en una placa metalica de
la que salen dos valvulas, una de ellas esta unida a una bomba mecanica que
brinda el vacio al sistema y la otra permite la entrada de aire y romper el vacio
cuando sea necesario; encima de esta placa metalica se coloca un refractario de
vidrio la cual tiene una cinta metalica en la superficie en la que se da la descarga

con la luz Tesla, este proceso se puede observar en la Fig. 6.

Las rejillas se colocaron al centro de la placa metélica, se coloca el refractario
encima, se aplica el vacio y posteriormente se da la descarga con la luz Tesla, esto
genera la ionizacion del aire y este reacciona con la superficie de las rejillas
volviéndolas hidrofilicas; la carga de la muestra se debe hacer inmediatamente, ya

gue el efecto solo se mantiene alrededor de 2 h.

Fig. 6 Descarga de luz Tesla sobre rejillas de TEM para hidrofilizarlas [27]

Para el depdsito de muestras, se coloca la muestra sobre la rejilla, una gota de
aproximadamente 8 uL, se espera 1 min para que la muestra se fije en la rejilla,
cuando pasa este tiempo, se elimina el exceso de muestra con ayuda de un papel

poroso o papel filtro sin que este toque la rejilla, después la muestra se tifie con
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ayuda de 6 pL de acetato de uranilo al 2% y se deja en reposo 1 min, cuando pase
el tiempo de reposo, se quita el exceso de acetato igual con ayuda de papel poroso
o papel filtro, sin tocar la rejilla, al finalizar el proceso, se coloca en el portarejillas y
se coloca en el desecador, se tiene que esperar al menos 12 h para poder

observarlo en el microscopio [27].

1.8 Evaluacién de actividad bactericida

El siguiente paso es evaluar la accion de los bacteriofagos en contra de las
bacterias mediante la formacion de placas, este paso se realiz6 con la siembra de

bacterias junto con los bacteri6fagos purificados.

Se realizaron diluciones de bacteriéfagos, las cuales fueron: 1072 la cual contenia
10 pL y 990 pL de buffer TNE, para la dilucién de 10™* se tomaron 10 pL de la
dilucién anterior y 990 pL de buffer TNE y por Gltimo para la dilucién de 1078, se
tomo 1 pL de la dilucion anterior y 999 pL de buffer TNE.

Posteriormente para evaluar la actividad de los bacteri6fagos sobre las bacterias
se realiz6 un precultivo bacteriano para cada una de las bacterias que se tienen

(Staphylococcus aureus y Escherichia coli), se requiere una densidad 6ptica de

entre 0.2-0.3 ya que a esta densidad Optica las bacterias estan activamente
dividiéndose y favorece la accion de los bacteriéfagos, primero se hizo la mezcla
de 100 pL de bacteriéfagos y 100 pL de bacterias, para posteriormente mezclar con
el agar LB blando (que estaba al 66%) en un tubo falcén, este estaba recién
preparado, sin embargo, para la realizacién del experimento la temperatura del agar
no debia exceder los 45 °C, se mezcld por inversion y se vacio en una caja de Petri
gue ya contenia agar LB que estaba al 100%, se dejé en incubacion de 12-24 h a
37 °C.

Este es el método de doble placa y se utiliza en la mayoria de los experimentos en
los que se quiere evaluar la eficacia de los bacteriéfagos, ya sea lisogénicos
inducidos o liticos, la formacién de pequenos “hoyos”, es la muestra de que los

bacteriéfagos ejercieron la accion bactericida, y de acuerdo al nimero de placas se
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puede realizar un conteo y determinar cuantitativamente la accion de los
bacteriéfagos [5,6,14,25].

1.8 Controles experimentales

Los experimentos realizados se llevaron a cabo con controles, en los que se

trataron igual que las muestras exceptuando el contenido de bacterias.

Para la exposicion de bacterias a luz UV se dej6 una caja de bacterias sembradas
igual que las irradiadas, sin embargo, esta no fue expuesta a luz UV, este fue el
control positivo, donde el crecimiento es mucho mas pronunciado que en las
bacterias que si fueron irradiadas; también se realiz6 un control negativo el cual
solo contenia el agar para asegurar que no hay interferencias en la realizaciéon de

los experimentos.

En la siembra de bacterias en doble placa, se trabajé con control negativo, éste no
contiene ni bacterias ni bacteriéfagos solamente se deposité agar blando (al 66 %),
asegurando que el procedimiento se realiz6 en condiciones estériles y no hubo
interferencias en el crecimiento bacteriano, en el control positivo contiene agar
blando y bacterias con densidad Optica 0.2-0.3, muestra el crecimiento de la
bacteria sin agente represor.

1.9 Repetibilidad y Validacién

Los experimentos se realizaron por triplicado para ambas bacterias, los resultados
son consistentes entre las repeticiones, de acuerdo a lo obtenido, las
concentraciones de proteinas, acidos nucleicos, tamafio y forma son similares entre
las repeticiones y las dos bacterias, ademas los experimentos se acompafiaron de
controles que validaban el correcto procedimiento de la investigacion y que no

habia interferencias que pudieran afectar el resultado.

En los experimentos de siembra de bacterias la inhibicién formada fue mas variable,
sin embargo, en todas las repeticiones y diluciones hubo inhibicion bacteriana por

bacteriéfagos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.1.1 Densidad 6ptica de medios de cultivo bacteriano

La densidad 6ptica de los medios de cultivo se midié con un espectrofotometro
NanoDrop 2000c en una celda de cuarzo, la lectura empleada es a 600 nm esta
longitud de onda es un rango visible del espectro, las bacterias tienen una
absorbancia relativamente alta por lo que la medicién de turbidez del medio es
precisa, un aumento en la absorbancia a 600 nm indica un aumento en la
concentracion de células bacterianas en la muestra, lo que se traduce en

crecimiento del cultivo.

El experimento se realizd por triplicado en todas sus fases a excepcion de la
observacion en microscopio electronico de transmision, como se ha mencionado
en diversos apartados dentro del documento, el principal objetivo del presente
trabajo, es la activacion de bacteriéfagos lisogénicos de las bacterias E. coliy S.
aureus, por lo que al inicio de cada experimento se evalué la densidad de los
cultivos bacterianos y asegurar que estaban en el rango esperado y poder proceder
con los siguientes experimentos. A continuacion, se presentan los valores de
densidad éptica de cada una de las repeticiones de cada bacteria al inicio de cada

repeticion.

En la Fig. 7 se muestra el grafico de las repeticiones de densidad Optica de E. coli,
y en la Tabla 1 se muestran los valores de densidad Optica, la curva azul muestra
la densidad optica de 0.587, mientras que la curva naranja corresponde a 0.522, la
curva gris es correspondiente a la tercera repeticion para esta bacteria y se obtuvo
un resultado de 0.674, en cada una de las repeticiones, los valores de densidad
Optica esta en el rango esperado para comenzar la investigacion, en experimentos
realizados en bacteriofagos, este valor de densidad Optica es en el que se trabaja
con este tipo de virus debido a que el ciclo de crecimiento de las bacterias esta en
un punto en el que los bacteriéfagos tienen mayor afinidad a estas por lo que su

accion se ve favorecida [14,17,18].
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Fig. 7 Gréfico que muestra las curvas de densidad Optica para Escherichia coli.

Tabla 1. Densidad 6ptica para Escherichia coli

Muestra A600

E. coli 0.587
E. coli 0.522
E. coli 0.674

En la Fig. 8 se muestra el grafico de las repeticiones de densidad Optica de S.
aureus, y en la Tabla 2 se muestran los valores de densidad Optica. La curva azul
corresponde a la densidad o6ptica 0.5, la curva naranja corresponde a la
absorbancia 0.7 mientras que la curva gris corresponde a la absorbancia 0.514, al
igual que en la grafica y tabla anteriores, los resultados estan dentro del rango de
valores esperados (0.5-0.7), para cada una de las repeticiones fue indispensable
que la densidad optica estuviera en el rango mencionado, para asegurar que la

activacion de los bacteriéfagos fuera exitosa.
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Fig. 8 Gréfica correspondiente a la densidad 6ptica de S. aureus.

Tabla 2. Densidad Optica para S. aureus

Muestra A600

S. aureus 0.5
S. aureus 0.7
S. aureus 0.514

Los resultados obtenidos en cuanto a la medicion de densidad 6ptica de los medios
de cultivo al inicio de la investigacion fueron los esperados, el crecimiento de las

bacterias fue favorecido al enriquecer el caldo de triptonas.

Cultivo de bacterias post exposiciéon a luz UV

Los cultivos de bacteria fueron irradiados con luz UV y se evalud su efecto,
mostrando halos de inhibicion en todas las cajas de Petri, que indica que el
crecimiento de las bacterias no fue de manera uniforme, que de acuerdo a la
bibliografia [2-23], las areas en las que no hay crecimiento bacteriano significa la
presencia de un agente represor del crecimiento, en este caso, la presencia de

bacteriéfagos.
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Estudios realizados por Maganha et.al probaron la induccion de bacteriéfagos (no
indicada la especie) a una longitud de onda de 254 nm [9] lo que coincide con las
condiciones empleadas en la presente investigacion, se probd longitud de onda
larga (365 nm) sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos.

Como se puede observar en la Fig. 9, el inciso a) En esta caja no se realiz6 la
siembra de bacterias, correspondiente al control negativo, no hay crecimiento de
microorganismos, lo que indica que el proceso se llevé en condiciones estériles sin
interferencias, en el inciso b) Corresponde al control positivo, se puede observar un
crecimiento pronunciado, cremosidad y sin ningun signo de inhibicién; el inciso c)
muestra el crecimiento de S. aureus después de la irradiacién UV se sefiala con
una flecha la inhibicion de crecimiento que hay, a diferencia del control positivo, el
crecimiento no es tan elevado, el halo de inhibicion se puede identificar facilmente,
la presencia de un agente represor es evidente, los bacteriéfagos fueron activados
e inhibieron el crecimiento bacteriano; en el inciso d) se muestra el crecimiento de
E. coli posterior a la irradiacion UV se sefiala con una flecha la inhibicion que se
logro con lairradiacion UV, en esta caja, el crecimiento bacteriano se vio disminuido
en comparacion a las demas cajas, se puede inferir que esta bacteria tiene mayor
susceptibilidad a la luz UV, ya que a diferencia de las otras cajas, los halos de
inhibiciébn son mayores; el inciso €) Corresponde a S. aureus indicados por flecha
los halos de inhibicién, los bordes estan bien delineados, aun en las areas en la
qgue el crecimiento de la bacteria no es interrumpido, este se ve disminuido, en
comparacion al control positivo, el cual muestra un crecimiento mucho mas
desarrollado; en el inciso f) corresponde al crecimiento de E. coli, la inhibicién es
marcada por las flechas, los halos inhibicion en esta caja de Petri son mas claros
en comparacion a las otras dos repeticiones esto puede estar relacionado a la
densidad Optica, puede ser que una densidad Optica entre 0.5-0.6 promueva la
accion de los bacteriofagos e impulse su efecto, en el grupo de cajas
correspondientes a la bacteria E. coli mostraron una mayor inhibicion de
crecimiento lo que puede significar que esta bacteria tiene una mayor
susceptibilidad al estrés celular ocasionado por la luz UV, otra posibilidad es que al
ser una bacteria Gram (-) participan mas moléculas transportadoras de membrana

que facilitan la accion de los bacteridfagos [8]; en el inciso g) corresponde al
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crecimiento de S. aureus el crecimiento en esta caja se vio aumentado, el halo de
inhibicion sefalado por la flecha, el aumento en el crecimiento bacteriano puede
deberse a factores como que el crecimiento de esta bacteria es exponencial, el
efecto de la luz UV no genero estrés suficiente en la célula e inhibir el crecimiento,
S. aureus es una bacteria Gram (+) y de acuerdo a la bibliografia las moléculas
involucradas no son tan numerosas a diferencia de las implicadas en las bacterias
Gram (-) [8,9], por lo que la accion de los bacteriéfagos pudo verse disminuida; el
inciso h) Correspondiente al crecimiento de E. coli, el crecimiento en esta caja para
esta bacteria aumentd, sin embargo, en comparacién al control positivo donde el
crecimiento es mucho mas aumentado, lo que se puede observar en la cremosidad

de las colonias y la saturacion de la caja, la inhibicién esté sefialada por la flecha.

Estudios realizados por Osterhaut et.al. [11], observaron la induccion de
bacteriéfagos pertenecientes a E. coli mediante luz UV y su efecto en el hospedero,
demostrando que hay una gran cantidad de genes implicados en la induccién del
ciclo lisogénico a litico y no interfiere en ningun otro ciclo del bacteriéfago ni de la
bacteria, sin embargo, no se tiene datos de la longitud de onda adecuada ni el
tiempo de exposicion a la que se deben someter las bacterias para lograr la
activacion de los bacteriéfagos, por lo que el tiempo de exposicion fue testeado al
inicio de la investigacion y el intervalo de 10 min de exposicion fue en el que se

obtuvieron mejores resultados.

'

a) Control (-) b) COﬂth (+)
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Fig. 9 Imagenes correspondientes a el cultivo bacteriano 24 h después de haber
sido irradiado con luz UV (254 nm) por 10 min. a) Control (-) caja sin tratamiento; b)
Control (+) En esta caja se sembré la bacteria y se incubd sin pasar por lairradiacion

UV; c) Crecimiento de Staphylococcus aureus de 0.514; d) Crecimiento de
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Escherichia coli 0.522; e) Crecimiento de S. aureus 0.7; f) E. coli 0.674; g) S. aureus
0.5; h) Crecimiento de E. coli 0.587.

Los resultados anteriores muestran los halos de inhibicion que se dieron por efecto
de la luz UV, en todas las repeticiones se pueden observan halos de inhibicién que
indican que no hay un crecimiento de bacterias de manera uniforme, este
crecimiento interrumpido es un indicador de la induccion de bacteri6fagos
lisogénicos a liticos, de acuerdo a investigaciones realizadas por Frederik Twort, la
accién de los bacteriéfagos puede observarse por zonas “clarificadas” en las cajas
de Petri [3], en los controles se puede validar que el experimento se llevé a cabo
de manera adecuada, en el control negativo no hubo crecimiento de
microorganismos, lo que asegura la esterilidad del experimento, y en el control

positivo hay crecimiento aumentado de la bacteria.

1.1.1. Purificacién de bacteriéfagos

La purificacion de los bacteriofagos obtenidos comenzé con la difusién de los
mismos en las cajas de Petri posterior a la irradiacion UV en la incubadora mixer,
se realizo la primera centrifugaciéon que elimind particulas de gran tamafio como
restos de bacterias y se filtré con una membrana de 0.45 pL en la que se eliminaron
restos de proteinas, de bacterias entre otros. Por ultimo, con la ultra centrifugacion
se obtuvieron tamanos de particula del orden de nandmetros medidos mediante
DLS en los que se encuentran particulas virales de interés que son los

bacteriéfagos.

En la Fig. 10 se muestra el pellet formado posterior a la ultra centrifugacion, este

pellet es caracteristico de la obtencion de virus [26].

De acuerdo a la bibliografia consultada, todos los bacteridfagos utilizados en las

investigaciones fueron obtenidos de fuentes externas, tales como aguas residuales,
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heces fecales [3-24], entre otras, no se hallaron experimentos en los que los
bacteriéfagos que fueron inducidos se purificaran, por lo que se siguid el proceso

de purificacion de virus [26].

Fig. 10 Pellet que contiene bacteriéfagos

1.1.2. Caracterizacién de bacteriofagos por contenido proteico y de acidos

nucleicos
PROTEINAS

Para poder realizar la cuantificacion molecular, ya se tenian las 6 repeticiones de
bacterias (3 de S. aureus y 3 de E. coli) por lo que las mediciones siguientes se
realizaron de manera simultanea, haciendo diferencia e identificando cada valor de
acuerdo a la densidad optica del cultivo bacteriano al inicio del experimento y con
ello poder relacionar la densidad Optica con la concentracion de &cidos nucleicos,
proteinas, tamafio de particula y forma de los bacteriéfagos, con esta relacién poder
determinar la eficiencia de las bacterias y el impacto que tiene la densidad 6ptica

del cultivo bacteriano con los resultados posteriores.
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El suspendido de bacteridfagos se midié en el espectrofotdmetro UV/VIS NanoDrop
2000c, para medir la concentracion de proteina en ProteinA80, ya que la capside
del bacteri6fago es completamente de proteina, las proteinas absorben a una
densidad Optica de 280 nm, principalmente aminoacidos aromaticos, los resultados
fueron esperables, con una concentracion de proteina adecuada que nos dio pauta
a continuar con la caracterizacion de los bacteriéfagos segun su contenido

genético.

Para cada repeticion de bacterias se realiz6 esta medicién, no se consider6 la
estadistica dentro de la investigacién ya que no es el objetivo y no aplica a los
intereses de la investigacion, ademas cada una de las repeticiones obtuvo valores
diferentes, dentro de lo esperado, ya que en todas las repeticiones se logré inducir
bacteriéfagos del ciclo lisogénico al ciclo litico, lo que en este apartado se muestra

por el contenido de proteinas.

En la Fig. 11 se puede observar la curva de absorbancia de proteinas de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli y S. aureus, como en los experimentos
anteriores, las mediciones se dividieron siguiendo las repeticiones de densidad
Optica de los medios de cultivo bacterianos, esto para evaluar la relacion entre este
valor y la concentracion de proteinas obtenido, también se muestra en la Tabla 3
los valores de concentraciéon de proteinas, los valores de concentracion son
mostrados en mg/mL, para conocer la cantidad correcta de concentracion es
necesario conocer el coeficiente de extincion molar del bacteriéfago, sin embargo,

al no conocer la especie bacteriéfago, solo se tiene la concentracién aproximada.

La curva azul pertenece a los bacteri6fagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7, la
concentracion de proteina es baja, esto puede deberse a factores como
desactivacion de los bacteriéfagos, que se hayan desensamblado o que hayan sido
inactivados durante el manejo de la muestra, las temperaturas, humedad, entre
otros; la curva naranja es perteneciente a los bacteriéfagos obtenidos a partir de S.
aureus 0.5, la concentracion también es baja, sin embargo, hay concentracion de
proteinas; la curva gris pertenece a los bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli
0.522, en este gréfico fue la curva mas pronunciada y por consiguiente la mayor

concentracion de proteinas, en el experimento de irradiacibn UV la caja

37



perteneciente a esta bacteria fue la que mayor inhibicion presenté, por lo que es
congruente con los resultados en cuanto a la concentracion de proteinas; la curva
amarilla correspondiente a los bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli 0.5, fue la
segunda curva mas pronunciada, la concentracion de proteinas fue elevada. De la
gréafica anterior se puede inferir que E. coli puede ser mas susceptible a la accion
de la luz UV en comparacion con S. aureus, lo que se ve reflejado en la
concentracion de proteinas y esta relacionado con la cantidad de bacteriéfagos
obtenidos. Los valores de coeficiente 260/280 mostrados en la Tabla 4 son
indicadores de la pureza del virus obtenido, y describe la relacion de la proteina y
acidos nucleicos, donde un coeficiente de 0.6 es tipico de proteinas purificadas [25],
valores por encima de este son relacionados a contaminaciones por material
genético suelto, en nuestros resultados estos valores por encima de 0.6 pueden
estar relacionados a restos de particulas que pudieron ser arrastrados en el proceso

de purificacion.

Curva de absorbancia de proteinas
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Fig. 11 Grafica correspondiente a la curva de absorbancia de proteinas de los

bacteriéfagos activados.
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Tabla 3. Valores de concentracion de proteinas de los bacteriéfagos

obtenidos de las bacterias E. coliy S. aureus

Muestra Conc. Proteina Unidad A280 [260/280
S. aureus 0.7 0.27 | mg/mL 0.27 -0.44
S. aureus 0.5 0.968 | mg/mL 0.968 -1.57
E. coli 0.522 4.138 | mg/mL 4.138 1.42
E. coli 0.583 1.102 | mg/mL 1.102 1.39

La Fig. 12 corresponde a la curva de absorbancia de proteinas de los bacteriéfagos

obtenidos a partir de las bacterias S. aureus y E. coli, y en la Tabla 4 se muestran

los valores de concentracion, a diferencia de la gréafica y tabla anteriores, esta
repeticion obtuvo mayores valores de concentracién de proteinas, lo que puede
significar una mayor eficacia de extraccion de bacteriéfagos, las densidades 6pticas
obtenidas estan justo en el medio del rango esperado lo que puede estar
relacionado con la eficiencia de activacibon de los bacteri6fagos. Las
concentraciones de proteinas son elevadas, la curva azul corresponde a los
bacteriéfagos de S. aureus hay una buena respuesta, lo que también se puede ver
en la inhibicién por la luz UV, a una densidad 6ptica de 0.5 de S. aureus hubo una
mejor respuesta, los halos de inhibicibn son mas evidentes y en el caso de
concentracion de proteinas es mas elevado, la curva gris corresponde a E. coli la
concentracion de proteina fue la mas alta registrada, los halos de inhibicion

obtenidos fueron mas evidentes que en S. aureus, el crecimiento de esta bacteria

es mas controlado, la obtencidén de bacteridfagos resulté mas eficiente también. De
igual manera que en los resultados anteriores, la pureza de los bacteriéfagos
obtenidos es elevada demostrada por los resultados en el coeficiente de 260/280,

donde un resultado mayor a 1.4 es considerado de una buena pureza.
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Fig. 12 Gréfica correspondiente a la curva de absorbancia de proteinas de los

bacteriéfagos que fueron obtenidos a partir de las bacterias S. aureus y E. coli.

Tabla 4. Valores de concentracién de proteinas correspondientes a los

bacteriofagos obtenidos a partir de S. aureus 0.514 y E. coli 0.583

Muestra Conc. Proteina |Unidad [A280 260/280
S. aureus 6.482 mg/mL 6.482 1.5
E. coli 8.241 mg/mL 8.241 1.64

ACIDOS NUCLEICOS

Se evalu6 el contenido de material genético en los bacteriéfagos obtenidos
mediante Nano Drop 2000c, en el apartado Nucleic acid, las mediciones se hacen
a 260 nm, absorbancia a la cual se absorben los acidos nucleicos, como se
menciono anteriormente el objetivo del presente trabajo de tesis fue la activacion
de bacteriéfagos lisogénicos e inducirlos a ciclo litico, los primeros marcadores que

demostraron que esta induccion se habia llevado a cabo fue la concentracion de
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proteinas, y acidos nucleicos, la estadistica no entra en la investigacion ya que de
acuerdo a la caracterizacion molecular, solo se evalué que los bacteriéfagos
obtenidos tuvieran una concentracidbn de proteinas y acidos nucleicos que

demostrara la presencia de particulas virales (bacteriéfagos).

En la Fig. 13 corresponde a la grafica de la curva de absorbancia de acidos

nucleicos de los bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus y E. coli, y en la Tabla

5 se muestran los valores de concentracion, la concentracion de S. aureus es
elevada y el grado de pureza es bajo ya que un coeficiente 260/280 entre 1.8-2.2
es considerada aceptable, una concentracion menor a 1.8 es indicador de
contaminacion con proteinas u otros componentes que absorben a 280 nm [25],
que puede ser debido a la presencia de proteinas de la capside, ya que no se realizo
el desensamble del bacteriéfago para solo obtener el material genético, por lo que
hubo interferencia por la presencia de proteinas, por esta razén la concentracion
de éstas es mas elevada que en &cidos nucleicos, en cuanto a E. coli la
concentracion fue baja, lo que pudo ser causado por diversos factores como
inactivacion de los bacteriéfagos, el volumen de la muestra, la temperatura de
almacenamiento que puede degradar o desnaturalizar el material genético y con
ello disminuir sus concentraciones, o0 como se menciond antes, los bacteriofagos al
no ser desensamblados para aislar el material genético tuvieron interferencia de

proteinas en la medicion de &cidos nucleicos.

La curva naranja corresponde a los bacteriéfagos de E. coli, en los que se obtuvo
una concentracion de acidos nucleicos baja en comparaciéon con el resultado
obtenido en S. aureus en el cual la concentracion de proteinas fue mayor, esta
diferencia de concentraciones puede deberse a numerosos factores, tales como
una rapida degradacion de los bacteriéfagos activados, la manipulacion al hacer las
mediciones, la temperatura del laboratorio o que los bacteridfagos obtenidos a partir
de E. coli son mas susceptibles y por lo tanto requieren condiciones de

almacenamiento especiales para alargar la vida Gtil de los mismos.
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Fig. 13 Grafica correspondiente a la curva de absorbancia de acidos nucleicos de

los bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus y E. coli.

Tabla 5. Valores de concentracion de acidos nucleicos de bacteriéfagos

obtenidos a partir de S. aureus y E. coli.

Muestra Conc. Acidos nuc. [Unidad [A260 [260/280
S. aureus

0.514 110.8 | ng/ul 2.217 1.6
E. coli

0.674 0.4469 | ng/ul 8.938 1.77

La Fig. 14 muestra la gréfica de la curva de absorbancia de acidos nucleicos de los
bacteriofagos obtenidos a partir de las bacterias S. aureus y E. coli, y la Tabla 6
muestra los valores obtenidos de concentracion de acidos nucleicos que fueron
mas elevadas en los bacteri6fagos obtenidos a partir de S. aureus 0.5 y los
bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli 0.522, la concentracion de proteinas es
también acorde a lo esperado, las concentraciones en todas las repeticiones de los
bacteriéfagos obtenidos en cada una de las repeticiones de las bacterias son
significativas, esto traducido de las concentraciones obtenidas tanto en proteinas

como en acidos nucleicos y por lo tanto, se infiere que la activacion fue exitosa, lo
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siguiente seria la caracterizacion de acuerdo a tamafio de particula y forma de la

particula.

La curva azul corresponde a los bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus 0.5,
la extraccion de los bacteriéfagos fue eficiente, como se mencioné anteriormente la
mejor absorbancia de trabajo y en la cual se obtuvieron mejores resultados en S.
aureus fue de 0.5, lo cual se pudo observar en la inhibicion por luz UV y en la
concentracion de proteinas; la curva naranja corresponde a uno de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli en la cual se obtuvo una concentracion
de acidos nucleicos elevada; la curva gris corresponde a la concentracion de acidos
nucleicos de los bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus, la concentracion es
elevada; la curva amarilla corresponde a la concentracion de bacteriéfagos
obtenidos a partir de E. coli, fue la menor concentracién registrada, sin embargo en

todas las repeticiones hay concentracion de acidos nucleicos.
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Fig. 14 Grafica correspondiente a la curva de absorbancia de concentracion de

acidos nucleicos.
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Tabla 6. Valores obtenidos de concentracion de acidos nucleicos de los

bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus y E. coli

Muestra Conc. Acidos Nuc. |Unidad |A260 [260/280
E. coli

0.583 79.8 | ng/ul 1.595 1.79
S. aureus

0.7 134.7 | ng/pl 2.695 1.54
E. coli

0.522 197.6 | ng/pl 3.953 1.81
S. aureus

0.5 394.1 | ng/ul 7.882 1.5

Los resultados obtenidos en cuanto a concentracion de &cidos nucleicos
demuestran que la extraccion de bacteriofagos se llevo a cabo, demostrado por las
concentraciones elevadas de acidos nucleicos y proteinas, con grado de pureza
que coincide con una extraccion eficiente y de calidad, de acuerdo a los
lineamientos de extraccion de virus [25], por lo que con los dos parametros con
resultados esperados (concentracién de proteinas y acidos nucleicos) se puede
inferir que se lograron activar los bacteriéfagos, por lo tanto, ahora se procedera a
caracterizarlos de acuerdo a tamafio (con equipo DLS) y por forma (con

microscopio electrénico de transmision).

La cuantificacién molecular en la que los valores para proteinas fueron elevados y
en 4cidos nucleicos la pureza estuvo en rango de una extraccion de virus de calidad
[25].

1.1.3. Caracterizacion de bacteriofagos de acuerdo a tamafio con un

analizador de particulas (dispersidon de luz dinamica)

Cada una de las muestras se analizé con el equipo de dispersion de luz dinamica
en celdas ZENO0O040, esto para evaluar el tamafo de particula obtenido en la

purificacion de bacteriéfagos este equipo realiza mediciones continuas en la
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muestra con los resultados obtenidos en todas las mediciones el equipo realiza 3
repeticiones de las mediciones descritas por distintos colores en las curvas
presentadas en el espectro, posteriormente hace una media y porcentajes de
tamafios de acuerdo al total, este equipo estéd especializado para medir particulas
muy pequeias, del grado de nandmetros, se midieron las seis repeticiones (3 para
S. aureusy 3 para E. coli), obteniendo resultados congruentes y parecidos en todos,
lo cual indica reproducibilidad en los experimentos, y que se tienen las mismas

poblaciones de bacteri6fagos en las muestras.

En la Fig. 15 se muestra en el inciso A los escenarios de medida que pueden surgir
en la medicion por DLS, ya que pueden formarse agregados de bacteriéfagos lo
que se vera reflejado en mediciones mayores a 300 nm, 0 en caso de que ocurra
la degradacion de los bacteriéfagos en la solucion se encontraran restos de
bacteriéfagos como capside, cola, fibras de cola y habra tamafios de 10 nm o
menores; en el inciso B se muestra la prediccion del espectro de DLS, la curva de
bacteriéfago intacto mostrada por la linea negra que es un pico bien definido,
agregados de bacteriéfagos mostrados por la curva roja, se forman varios picos en
tamafos grandes o fragmentos de bacteri6fagos sefialados por la curva azul, la

curva formada no esté bien definida y se posiciona en tamafios muy pequefios [26].

A B . I
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Fig. 15. Imagen correspondiente a los posibles escenarios en la medicion de
tamafo de bacteridfagos y un espectro de DLS correspondiente a bacteriéfagos
[26].
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En la Fig. 16 se muestra la distribucion de tamafio por volumen de los bacteriéfagos
obtenidos a partir de la repeticion de S. aureus 0.5, se eligid6 mostrar estos
resultados ya que son mas representativos y coinciden con los objetivos de la
investigacion. Los tamafios de particula obtenidos oscilan entre 20-50 nm, de
acuerdo a la bibliografia, los tamafios de los bacteriéfagos rondan entre los 20 y
200 nm [2], la concentracion de proteinas para esta repeticion fue de 0.968 mg/mL
y de acidos nucleicos 110 ng/uL, los halos de inhibicibn mostrados en la caja de
Petri posterior a la exposicion a la luz UV fueron amplios, lo que puede indicar que
se obtuvo una poblacion extensa de bacteri6fagos, en esta repeticion la
cuantificacion molecular no fue elevada, sin embargo, las concentraciones son
significativas y la presencia de bacteriéfagos es comprobable por la concentracion
de proteinas y &cidos nucleicos, el tamafio mayoritario obtenido en DLS fue de 18
nm aproximadamente lo que puede relacionarse a la obtencién de bacteriéfagos,
en la naturaleza hay cerca de 103* especies de bacteriéfagos, por lo que se puede
tratar de un bacteri6fago que aun no se ha estudiado, tamafios de fragmentos de
bacteri6fagos, como restos de capsides, de colas, fibras de cola, entre otros. Los
dos picos restantes pueden ser despreciables ya que el porcentaje de estos

tamafos es muy pequenfio y la desviacion estandar es elevada.

46



Results

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 142.4 Peak 1: 694.8 7.2 203.2
Pdl: 0.570 Peak 2: 107.3 35 35.79
Intercept: 0.902 Peak 3: 17.29 86.2 2.863

Result quality : Refer to quality report
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Fig. 16 Distribucion de tamafio por volumen de los bacteriéfagos obtenidos a partir
de S. aureus 0.514.

En la Fig. 17 se puede observar la distribucion de tamafio de los bacteri6fagos
obtenidos de acuerdo a tamafio de los bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli,
el equipo de dispersion de luz dinamica realiza una medicion por triplicado de la
muestra y genera las curvas que se observan a continuacion y divide la poblacién
de acuerdo al porcentaje contenido de ese tamafio en la muestra. Los tamafos de
particula oscilaron entre 30-50 nm, los tamafios son parecidos a la repeticion
anterior, para esta repeticion se obtuvieron 8.241 mg/mL de proteinas y 0.4469
pg/uL de acidos nucleicos, en los halos de inhibicién en las cajas de Petri posterior
a la irradiacion UV son amplios por lo que se considera que la activacion de los
bacteriofagos se llevé a cabo de manera adecuada, lo cual se ve reflejado en las
concentraciones de acidos nucleicos y proteinas, la concentracion de proteinas fue
elevada, la cantidad de proteinas se relaciona a la capside que rodea al
bacteriéfago, la concentracion de acidos nucleicos baja puede deberse a que hay

una baja de poblacién de los bacteriofagos, por lo que no hay suficientes particulas
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virales que puedan ser cuantificadas de acuerdo a su contenido de acidos

nucleicos.

Las curvas obtenidas en tamafios de 1400 nm son despreciables, ya que la
frecuencia obtenida es muy pequefia, la mayor parte de los tamafios se encuentran
en los tamafios de 24 nm con una frecuencia de 67.4 %, este tamafio puede

compararse con el bacteriofago MS2 que mide 24-27 nm, pertenece a la familia de

los Caudoviricetes [27].

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 156.1 Peak 1: 1400 291 329.7
Pdl: 1.000 Peak 2: 136.2 35 27.15
Intercept: 0.843 Peak 3: 23.75 67.4 3.370

Result quality : Refer to quality report
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Fig. 17 Distribucion de tamafio por volumen de los bacteriéfagos obtenidos a partir

de E. coli 0.587.

La Fig. 18 muestra la distribucion de tamafo de acuerdo a volumen de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli 0.522, con una frecuencia de 86.9 % se

tienen tamanos de 25.05 nm, el tamafo de 341.6 nm con una frecuencia de 13.1 %
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puede deberse a la aglomeracion de particulas virales, ya que en caso de los

bacteriéfagos T4 pueden tener una longitud de hasta 200 nm, y el fago A mide 200

nm aproximadamente.

Se obtuvieron tamarnos entre 25-80 nm, obteniendo resultados de 4.138 mg/mL

para proteinas y 197.6 ng/uL, la concentracion molecular para la repeticion de esta

bacteria son de los méas elevados de la investigacion, se ve reflejado de igual

manera en la inhibicion de crecimiento por la luz UV, el crecimiento bacteriano fue

disminuido en comparacion con las demas cajas y bacterias, el rendimiento de

activacion de los bacteridfagos, o que se demuestra con la concentracion de

proteinas y &cidos nucleicos.

Results

Z-Average (d.nm): 1029
Pdl: 0.892

Intercept: 0.552

Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Peak 1: 341.6 13.1 36.85
Peak 2: 25.05 86.9 2.937
Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report
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Fig. 18 Distribucion de tamafio por volumen de los bacteriéfagos obtenidos a partir

de E. coli 0.522.
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La Fig. 19 muestra la distribucidén de tamafios de los bacteriéfagos obtenidos a partir

de S. aureus 0.5.

Los tamafios obtenidos de particulas en su mayoria cayeron en 15 nm con 96 %
del total de las mediciones, las concentraciones de acidos nucleicos fueron de
0.968 mg/mL y 394.1 ng/uL para proteinas, estos valores pueden deberse a que en
el suspendido de bacteriéfagos hay restos de proteinas de bacteriéfagos y la
concentracion de 4cidos nucleicos baja relacionada al posible desensamble de los

bacteriéfagos y por consiguiente la desnaturalizacion del contenido genético.

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1143 Peak 1: A 4.0 38.88
Pdl: 0.810 Peak 2: 14.90 96.0 1.875
Intercept: 0.777 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Volume

50
40 : : : |
: : : I

30t

Volume (Percent)

| o

107 E S AN i [

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

| Record 4: 5.8 0473 1 Record 5: 5.8 04732 Record 6: 5. a 0.473 3|

Fig. 19 Distribucién de tamafio por volumen bacteriéfagos obtenidos a partir de S.

aureus 0.5.

La Fig. 20 muestra los resultados de la distribucion de tamafios de particula de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7. Para los resultados de los

bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7 los tamafios oscilaron entre 25-60
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nm siendo el tamafio predominante de 24 nm con 76.2 % de popularidad esta dentro
del tamafo de bacteriéfagos, donde los mas pequefios oscilan entre los 18 y 30
nm, la concentracion de proteina fue de 0.27 mg/mL y para acidos nucleicos fue de
139.7 ng/uL, estos resultados demuestran que la activacion de los bacteriofagos
fue exitosa, el pico de 18.1 % puede deberse a restos de bacteriéfagos que

pudieron desensamblarse, aglomeraciones de los mismos, entre otros [27,28].

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 199.7 Peak 1: 678.8 18.1 1225
Pdl: 0.724 Peak 2: 127.9 57 22.04
Intercept: 0.845 Peak 3: 24.63 76.2 2.650

Result quality : Refer to quality report
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Fig. 20 Distribucion de tamafio por volumen de los bacteriéfagos obtenidos a partir

de S. aureus 0.7.

La Fig. 21 muestra la distribucion de tamafios de los bacteriéfagos obtenidos a partir
de E. coli 0.5. Se obtuvieron rangos de tamafios que oscilan entre 20-50 nm con
mayoria en 20 nm correspondiente al 90.1 % del total, la concentracion de proteina

para esta repeticion, fue de 1.102 mg/mL y 79.8 ng/uL para acidos nucleicos, como
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se ha mencionado antes la poblacién de bacteri6fagos de la que se tiene
conocimiento es elevada, alrededor de 103* especies, por lo que puede que haya
bacteri6fagos de los que no se tiene conocimiento, para E. coli los resultados de
activacion de bacteriéfagos son mas eficientes, de acuerdo a los halos de inhibicion
formados posterior a la irradiacion UV, la cuantificacion molecular es esperada y
coincide con la obtencion de virus [25], el tamafio de particula obtenido coincide
con bacteriéfagos como MS2 [26] que tiene un tamafio de alrededor de 24 nm, E.
coli es una bacteria Gram (-) y la infeccion causada por fagos en estas bacterias es
mediada por numerosas moléculas, desde receptores, proteinas

transmembranales, enzimas que degradan la pared celular de la bacteria [8,9].

Results
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1721 Peak 1: 103.9 50 22.08
Pdl: 0.471 Peak 2: 437.1 4.9 84.97
Intercept: 0.814 Peak 3: 19.82 90.1 3.013

Result quality : Refer to quality report
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Fig. 21 Distribucion de tamafio por volumen de los bacteridfagos obtenidos a partir
de E. coli 0.5.
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1.1.4. Caracterizacién de bacteri6fagos por forma con Microscopio
Electrénico de Transmision (TEM)

Como siguiente marcador para la validacion de la activacion de bacteriéfagos
lisogénicos obtenidos a partir de las bacterias S. aureus ATCC 6538P y E. coli
ATCC 11229, es la caracterizacion por forma, la mayoria de los bacteriéfagos que
han sido estudiados hasta el momento pertenecen a los Caudoviricetes, es decir
bacteriéfagos cabeza cola, y a los Corticoviridae que son bacteri6fagos
icosaédricos con la caracteristica forma de diamante [18], y de acuerdo al tamafio
obtenido por medio de DLS se pueden comparar con bacteriéfagos como MS2 con
tamafios de alrededor de 26 nm perteneciente a los Caudoviricetes, este

bacteriéfago se puede observar en la Fig.22. [27].

Fig. 22 Imagen de microscopia electronica de transmision del bacteriéfago MS2,
tomado de [27].

En la Fig. 23 se muestran imagenes de bacteriéfagos de A. baumanii en TEM,
pertenecientes a Caudoviricetes (A-D), mientras que el bacteriéfago del inciso E se
puede decir que pertenece a Corticoviridae, ya que es mas pequefio y no hay cola
visible. Estos bacteridfagos fueron utilizados de manera clinica en el tratamiento de
un pseudoquiste, en el que el paciente eliminé completamente la infeccion gracias

a estos [23].
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Fig. 23 Imagen de Microscopio Electronico de Transmision de bacteriéfagos de
Acinetobacter baumanii [23]

Para el depésito de muestras se utilizé una técnica llamada descarga brillante, fue
propuesta por primera vez por Aebi y Pollard en 1987, esto con la finalidad de
convertir la pelicula de carbon hidrofobica contenida en la rejilla a hidrofilica, y con
ello ayudar a que el depdésito de la muestra sea correcto, este proceso se hace con

una descarga eléctrica que ioniza la atmosfera, esto en un ambiente al vacio [28].

Se procedié a depositar la muestra de bacteriéfagos en rejilla hidrofilizada para
poder observar la muestra en el microscopio electrénico de transmision, que es
especializado en observar muestras de tamafio muy pequefio, solo se depositaron
las muestras de bacteriofagos obtenidos a partir de E. coli 0.522 ya que esta
muestra demostro de los mejores resultados con 4.138 mg/mL en proteinas y 197.6
ng/uL en acidos nucleicos, los tamafios de particula obtenidos en DLS fueron en su
mayoria de 25 nm, al analizar estos tres marcadores se tomoé la decisién de que
esta fuera una de las muestras a depositar, también se depositaron los
bacteriofagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7, cuyos resultados fueron los
mejores correspondientes a esta bacteria con un tamafio de particula de 25 nm, la
concentracion de &cidos nucleicos y proteinas es elevada por lo que esta repeticion
fue la elegida para observar en TEM, no se depositaron todas las repeticiones por

temas de presupuesto, tiempo y material.

Como se puede observar en las Fig. 24 y 25 se observa la muestra de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de E. coli 0.522.
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Fig. 24 Imagen obtenida de bacteridfagos obtenidos a partir de E. coli 0.522.

En los recuadros se sefalan las formas mejor identificadas de la imagen, se puede

inferir gue en la muestra se tiene mas de una poblacion de bacteriéfagos.

Fig. 25 Imagenes ampliadas del area sefialada en la imagen anterior.

Se pueden observar tres tipos de bacteriéfagos, pueden ser pertenecientes a
Caudoviricetes y Corticoviridae, sin embargo, es necesario la secuenciacion para
poder asegurar su identidad. Las formas obtenidas para este experimento resultan
comparables con los bacteriéfagos del experimento realizado por Schooley et. al.
[23], mostrados en la Fig. 23, en la Fig. 25 que corresponde a la muestra de los
bacteriéfagos obtenidos en la investigacién, la imagen ampliada A muestra un
bacteriéfago que posiblemente pertenezca a la familia de los Caudoviricetes, la
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capside sefalada por la flecha es grande en comparacién con lo que parece una
pequefia cola (sefialada también por la flecha), en la imagen B se muestra un
bacteriofago cabeza-cola, la capside y la cola son sefialadas por flechas, la forma
es parecida a los bacteriéfagos de A. baumanii mostrados en la Fig. 26 en los
incisos A-D, donde aparecen bacteriéfagos del tipo cabeza cola y se ve delineado
cada una de las partes, en la imagen C de igual manera el bacteriéfago presentado
es del tipo cabeza-cola con sus partes sefalados por flechas. Los resultados para
esta bacteria demuestran que la activacion de los bacteriéfagos fue exitosa, sin
embargo, para poder saber el tipo de bacteridéfagos que se obtuvieron es necesario

la secuenciacién genética.

En las Fig. 26 y 27 se muestran los bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus
0.7. En los recuadros son sefalados las formas que se distinguen con mayor
claridad, se presume pudiera tratarse de bacteriéfagos del tipo icosaédrico.

ec5 32284 HT: 80 KV | I

TEM Magnification: 80 kX 01p
DBM LINAN IPICYT i

Fig. 26 Imagen correspondiente a bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7.
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En la Fig. 27 se muestran las imagenes ampliadas de los recuadros anteriores se
seflalan con recuadros los posibles bacteri6fagos que pueden pertenecer a la
familia de los Corticoviridae, en la Fig. 22 se pueden observar bacteriéfagos MS2

[27] que son similares a los obtenidos en la muestra presentada.

Fig. 27 Imagen ampliada de la mostrada anteriormente muestra bacteriéfagos.

Para ambas bacterias se infiere que hay mas de una poblacién de bacteriofagos, la
muestra depositada en la rejilla esta saturada, de lo que pueden ser proteinas
libres, restos de colas de bacteri6fagos entre otros artefactos, sin embargo, la

secuenciacion nos dard la certeza de que bacteriéfagos se obtuvieron.

1.1.5. Formacién de placas

Como ultimo paso en la investigacién se evalud el efecto de los bacteriéfagos
activados de las bacterias, ya que, gracias a las mediciones anteriores, que
demuestran evidencia que la activacion y extraccion se llevd a cabo de manera
exitosa, para esta evaluacion se realiz6 el experimento de siembra en doble placa,
el experimento se llevd a cabo solo con los bacteriéfagos obtenidos a partir de E.
coli 0.522 y S. aureus 0.7, que son las muestras en las que se obtuvieron las

imagenes en TEM.
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Este experimento es ampliamente utilizado para la evaluacion bactericida, de
multiples herramientas antimicrobianas, en este caso se utilizara para evaluar la

actividad de los bacteri6fagos obtenidos.

En la presente investigacion se inici6 solamente con bacterias, no se tenian
bacteriéfagos para poder hacer la experimentacion, se obtuvieron bacteridfagos
activandolos de las propias bacterias para poder evaluar el poder bactericida de los

mismos sobre las bacterias obteniendo los resultados presentados.

En esta parte del proceso de investigacion se realizo el experimento de doble placa,
el cual consiste en la siembra de una mezcla de bacterias-bacteri6fagos-agar
blando, sobre agar duro y con esto evaluar la eficacia de los bacteri6fagos en contra

de las bacterias.

En el experimento realizado por Gelman et.al. [6] mostrado en la Fig. 28 se
observan las cajas de Petri den los que se sembraron mediante el método de doble
placa bacteriofagos liticos de P. aeruginosa, las placas formadas se observan como
pequefios “hoyos” que interrumpen el crecimiento de las bacterias, el experimento
doble placa es ampliamente utilizada en la evaluacién de la accién antimicrobiana
de bacteriofagos [14,16,28].

Fig. 28 Imagen correspondiente a la inhibicion de bacteriéfagos de Pseudomonas

aeruginosa, realizado por Gelman, et.al. [6].
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En la Fig. 29 se muestran las cajas de Petri posterior a la incubacion en el
experimento de siembra en doble placa, el inciso a) corresponde al control negativo,
se tratd solo con agar blando, este proceso se realizé simultaneamente con la
siembra de todas las cajas, no hubo crecimiento de microorganismos, lo que se
traduce en que las condiciones del experimento fueron inocuas, sin interferencias;
en el inciso b) es mostrado el control positivo, se sembraron solamente las bacterias
a una densidad o6ptica de 0.2-0.3 con el agar blando, muestra el crecimiento de
bacterias sin agente represor; el inciso c) perteneciente a S. aureus con dilucion de
bacteriéfagos 1072 la inhibicion puede verse por un crecimiento interrumpido, las
placas formadas forman una especie de red, este resultado puede compararse con
las placas observadas en el experimento de Sharma et.al. [17] mostrado en la Fig.
33, la inhibicion de las bacterias es parecida a la obtenida en las cajas de Petri
mostradas anteriormente; en el inciso d) Correspondiente a la diluciéon 10~* de
bacteriéfagos de S. aureus las placas formadas son mas claras que en la caja
anterior, la inhibicién del crecimiento es sefialada por el recuadro y presenta una
de las zonas donde los bacteriéfagos tomaron accién bactericida.; en el inciso e)
Correspondiente a la dilucion de bacteriéfagos 1078 de S. aureus, las placas

formadas son mas separadas unas de otras esto gracias a la dilucién mayor de los

bacteriéfagos, las placas pueden observarse mas claras que las anteriores.
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Fig. 29 Imagenes correspondientes al experimento de siembra de bacterias
mediante el método de doble placa. a) Control negativo; b) Control positivo; c)
Bacteriéfagos de S. aureus con dilucién 1072; d) Bacteriéfagos de S. aureus con

dilucién 107*; e) Bacteriéfagos de S. aureus con dilucién 1078,

En la Fig. 30 son mostradas las cajas de Petri de la siembra en doble placa de los
bacteriofagos de E. coli 0.5, el inciso a) muestra el Control negativo, solo fue tratado
con agar blando y en simultaneo con las demas cajas, no hay crecimiento de
microorganismos lo que valida el experimento; el inciso b) muestra el control

positivo, se sembr6 el cultivo de bacterias y agar blando, el crecimiento es mayor
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en comparacion a las demas cajas, se observan colonias cremosas; en el inciso c)
Corresponde a los bacteriéfagos de E. coli con dilucion 1072, la inhibicién del
crecimiento es disminuida, la interrupcién del crecimiento puede verse como
granulaciones sefialadas por flechas; en el inciso d) Corresponde a los
bacteriéfagos de E. coli con diluciéon 10~%, el crecimiento de la bacteria es menor
comparandolo con la dilucién anterior, las placas formadas estan sefialadas por la
flecha y recuadro; el inciso e) Muestra a los bacteriéfagos de E. coli con dilucion
1078, las placas formadas son mas claras en comparacion con las cajas anteriores
de la misma bacteria, la dilucion es mayor, por esta razén las placas formadas son

mas claras.

Las causas de la disminucion de la actividad antimicrobiana pueden deberse a
variables que abarcan desde el tipo de bacteriéfagos, ya que en algunos casos los
bacteriéfagos son altamente sensibles y pueden ser desactivados por diferentes
factores, ya sea por accion de la bacteria o por condiciones ambientales como
temperatura, presion atmosférica, humedad, entre otros, ademas se ha probado en
algunos experimentos [12,13], que los bacteriéfagos lisogénicos que han sido
inducidos requieren de agentes que puedan potenciar su acciéon, como enzimas
que ayuden en la disolucion de la membrana bacteriana, y también son mas

efectivos cuando se encuentran en coctel, por lo que pueden ser muy diversas las

causas por las que la inhibicién bacteriana no sea tan evidente.
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Fig. 30 Imagenes correspondientes al experimento de siembra de bacterias en
doble placa. a) Control negativo; b) Control positivo; ¢) Bacteridfagos de E. coli con
dilucion 1072; d) Bacteri6fagos de E. coli con dilucién 10~*; e) Bacteriéfagos de E.

coli con dilucién 1078,

En la Fig. 31 se muestran las cajas de Petri de la siembra en doble placa de los
bacteriéfagos obtenidos a partir de S. aureus 0.7 con diluciones mayores
comparandolas al experimento anterior con la finalidad de generar un namero

menor de placas y hacer posible el conteo de las mismas; en el inciso a) se muestra
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el control negativo, el cual solo se proceso6 con agar blando y en simultaneo con las
demas cajas; el inciso b) muestra el control positivo, en donde se observa el
crecimiento de la bacteria sin agente represor (bacteriéfagos); en el inciso c) se
muestra la dilucion 10710 las areas de inhibicion son sefialadas por recuadros, el
crecimiento al igual que en las diluciones anteriores se muestran como “redes” de
inhibicién; en el inciso d) es mostrada la diluciéon 10712, el crecimiento bacteriano
es interrumpido, este es sefalado por la flecha y el recuadro; el inciso e)
corresponde a la dilucion 10~1* con resultados similares a las cajas anteriores, la
inhibicién bacteriana esta presente, sin embargo, no se logré el objetivo por el cual
se realizaron mayores diluciones, que fue una reduccion en el nimero de placas y

hacer posible su conteo.

En los experimentos anteriores, las placas formadas no permiten el conteo manual
de las mismas debido a que son demasiadas colonias, se pretendia hacer una
cuantificacion de las unidades formadoras de placas (PFU), esto para tener un
marcador cuantitativo de la actividad bactericida de los bacteri6fagos, por lo que se
realizaron diluciones mas elevadas (107,102 y 10~1%), sin embargo, las placas

formadas con las diluciones anteriores tuvieron los resultados similares a los de las

diluciones mas bajas.
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Fig. 31 Imagenes correspondientes al experimento de siembra de bacterias en

doble placa. a) Control negativo; b) Control positivo; c) Bacteriéfagos de S. aureus
con dilucion 1071%; d) Bacteri6fagos de S. aureus con dilucion 10712; e)

Bacteriéfagos de S. aureus con dilucién 10714 .
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En la Fig. 32 se muestran las cajas de Petri posterior a la siembra en doble placa
de E. coli, después de hacer diluciones mayores en los bacteriéfagos y con ello
poder hacer el conteo manual de placas, los resultados para el inciso a)
Corresponde al Control negativo, el cual como en los experimentos anteriores se
tratd solamente con agar blando y en simultaneo con las demas cajas, asegurando
gue no hay interferencias que afecten los resultados; en el inciso b) se muestra el
control positivo, en donde solo se muestra el crecimiento de la bacteria sin agente
represor, el crecimiento de la bacteria es aumentado, sin embargo por la baja
densidad 6ptica no es tan marcado; el inciso c) Corresponde a la dilucion de
bacteri6fagos de E. coli 1071°, el crecimiento de la bacteria es disminuido, la placas
formadas se observan como redes y granulaciones, una de las zonas que
presentan estas caracteristicas es sefialada por el recuadro, en comparacion con
la repeticidn anterior para esta bacteria, la accién de los bacteriéfagos no es tan
clara, una de las causas podrian deberse a la dilucion elevada a la que se
sometieron los bacteriéfagos, lo cual disminuyé su efecto; el inciso d) Corresponde
a los bacteri6fagos obtenidos a partir de E. coli con dilucién 10712, las areas
sefaladas por el recuadro y la flecha son sefialadas unas de las areas mas
significativas en las que se observa el efecto de los bacteriéfagos, en esta caja las
placas se pueden observar més claras y las granulaciones que forman las placas
son parecidas a las cajas de los bacteriofagos de S. aureus esta bacteria obtuvo
los resultados mas claros del experimento, sin embargo, la dilucion elevada pudo
causar que los bacteriéfagos no ejercieran su efecto, por lo que se puede inferir
que para que haya efecto antimicrobiano debe haber una mayor concentracion de
bacteri6fagos; el inciso e) Correspondiente a la dilucion 10~1* de los bacteri6fagos
de E. coli, sefialados por recuadros y por la flecha las areas en donde es mas
significativo, en la flecha se muestra el borde del crecimiento bacteriano que se ve
interrumpido por pequefias granulaciones, en los recuadros se muestra la inhibicion
de los bacteriéfagos, al igual que en las cajas anteriores se forma una especie de

red de inhibicion.
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Fig. 32 Iméagenes correspondientes a la siembra de bacterias en doble placa; a)
Control negativo; b) Control positivo; ¢) Bacteriéfagos de E. coli con dilucién 1071°;
d) Bacteriéfagos de E. coli con dilucién 10712 e) Bacteriéfagos de E. coli con dilucién
10714,

La siembra en doble placa es uno de los métodos para evaluar la accion de los
bacteriéfagos, como se muestra en las Fig. 31 las placas formadas son mas
delineadas, este experimento fue realizado con bacteriéfagos liticos de P.
aeruginosa y sangre humana infectada [6], la accion de los bacteriéfagos es
observada por pequefias areas clarificadas, en la Fig. 32 la accién de los
bacteriofagos utilizados en este experimento es parecida a los resultados obtenidos
en la investigacién, en este experimento se evaluaron de igual manera
bacteriéfagos liticos de P. aeruginosa y la imagen presentada es correspondiente
a una concentracion elevada de bacteriéfagos [17], en el presente trabajo de tesis
el principal objetivo fue activar los bacteri6fagos contenidos en la bacteria,
inducirlos a ciclo litico, caracterizarlos de acuerdo a contenido genético, tamafio y
forma para posteriormente probar su eficacia bactericida, en la bibliografia
consultada no se encontré un experimento parecido, en el que los bacteriéfagos
utilizados hayan sido obtenidos de la misma bacteria, por lo que como ya se
menciond anteriormente, se siguieron procedimientos que se siguen para purificar

virus, doble placa, etc.

Se demostro la actividad antimicrobiana de los bacteriéfagos, ya que en todas las
repeticiones la inhibiciébn antimicrobiana es llevada a cabo, los experimentos se
llevaron en acompafiamiento de la Dra. Verénica Villagrana, en la bibliografia
consultada, no se logré encontrar una investigacion que pudiera usarse de
referencia, la investigacion de bacteriéfagos como terapia antimicrobiana esta en
un punto de inicio, los bacteridfagos utilizados son obtenidos de fuentes externas,
en las investigaciones de Nale et. al. [20,21] donde se utilizan bacteriéfagos

lisogénicos de Clostridium difficile, que son inducidos a ciclo litico, estos

bacteriéfagos son obtenidos a partir de agua residual, fueron inducidos a ciclo litico,

sin embargo, la metodologia de activacién no es descrita, en las investigaciones
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realizadas en la bibliografia los bacteriéfagos en su mayoria son del tipo litico, y
obtenidos de fuentes externas, una de las propuestas realizadas por Nale et.al. es
utilizar bacteriéfagos en coctel para asegurar la muerte de la bacteria y reducir la

posibilidad de que las bacterias generen resistencia a los bacteriéfagos.

Los bacteriéfagos fueron almacenados a una temperatura de 4 °C y suspendidos
en buffer TNE ajustado a un pH de 7.5, estas condiciones son a las que los

bacteri6fagos mantienen su estabilidad, numero y efectividad [30].

Con el método de siembra en doble placa que se puede observar en la Fig. 33 en
el que se emplearon bacteriéfagos liticos especificos de P. aeruginosa, en los que
la inhibicién de crecimiento es muy similar a la obtenida en esta investigacion, se
observan granulaciones en toda la caja, como se mencioné antes, en la bibliografia
consultada, los experimentos relacionados a bacteri6fagos se realizaron con

bacteri6fagos obtenidos de fuentes externas.

Fig. 33 Imagen del experimento realizado por Sharma et.al. en bacteriéfagos liticos

de Psedomonas aeruginosa [17].
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Conclusiones

La farmacorresistencia antibiética es un problema mayor de salud publica, se
requieren estrategias para poder combatir bacterias multirresistentes, nuevas
opciones de terapia, el abuso y mal uso de antibiéticos ha generado que, en la
actualidad, las opciones de terapia para tratar infecciones causadas por bacterias
se vean reducidas, han desarrollado habilidades que aumentan su infeccion y
mortalidad.

El objetivo principal del trabajo de investigacion fue la activacion de bacteri6fagos
mediante el estrés celular provocado por la irradiacion UV, la longitud de onda
Optima a la cual se obtuvieron exitosamente los bacteriéfagos fue de 254 nm con
un tiempo de exposicion de 10 min, el tiempo fue otro de los objetivos de relevancia
del experimento, estos dos puntos fueron cruciales para el desarrollo de la
investigacion, ya que a partir de estos dos pardmetros se lograba la activacion y
por lo tanto la obtencién de la fuente principal de la investigacion: los bacteriéfagos.

La purificacion de bacteriofagos se realiz6 satisfactoriamente, lo que fue mostrado
por la cuantificacion molecular, las concentraciones de proteinas obtenidas fueron
de 0.27,0.968, 4.138, 1.102, 6.482 y 8.241 mg/mL, resultados esperados y que fue
uno de los primeros indicadores de la presencia de virus, ya que en su superficie
estan rodeados de proteinas; en cuanto a concentraciones de acidos nucleicos que
fueron 134.7, 110.6, 197.6, 79.8, 394 y 0.4469 ng/uL, otro de los marcadores que
se utilizé para confirmar la presencia de bacteri6fagos, valores de concentracién
elevados y los esperados al purificar virus. De acuerdo al tamafio de los
bacteriéfagos obtenidos, los cuales fueron medidos mediante DLS, con medidas de
25 nm, 18 nm, 25 nm, 24 nm, 15 nm y 20 nm, marcador que al igual que las
mediciones anteriores, fue otro de los resultados que confirmarian la presencia de
bacteriéfagos, ya que los tamafios esperados estaban en el rango 20-200 nm, el
marcador que confirmaria la obtencién de los bacteriéfagos fue la caracterizacion
de acuerdo a forma, obtenida por medio de microscopio electronico de transmision,
en donde se observaron bacteriéfagos que podrian pertenecer a la familia de los
Caudoviricetes y Corticoviridae, con esta caracterizacién y la confirmacién de la

obtencion de los bacteridfagos se evalud la accion de los mismos mediante el
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meétodo de siembra en doble placa, en estas placas se observo la inhibicion del
crecimiento de las bacterias por los bacteriéfagos, demostrando la activacion e

induccion de bacteri6fagos lisogénicos a bacteriéfagos liticos.

En el presente trabajo de tesis, se utilizd6 una de las propiedades de los
bacteriéfagos, el cual es la induccién de ciclo lisogénico a ciclo litico, bacteriéfagos
que estaban contenidos en una bacteria fueron activados e inducidos a ciclo litico
para erradicar a su misma bacteria, los resultados obtenidos afirmaron la hipétesis
planteada al inicio de la investigacion, en donde se propuso que algunas bacterias
poseen en su genoma a la molécula que seria capaz de erradicarla, los

bacteriofagos, lo que confirmd la hipétesis planteada al inicio de la investigacion.

Los bacteriofagos han estado presentes desde el inicio de la vida, junto a las
bacterias que son la presa de los mismos, se podria deducir que todas las bacterias
podrian contener uno o mas bacteriéfagos lisogénicos, y como se demostro,
condiciones de estrés como la irradiacion con luz UV inducird al bacteri6fago
convirtiéndolo en litico y con ello provocar la muerte de la bacteria, esta seria una
nueva ventaja de la terapia con bacteriéfagos, ya que no se tendran que buscar de

fuentes externas, si no que la fuente sera la bacteria en si misma.

Se necesita una guia terapéutica Unica para administrar los bacteriéfagos, ya que
por naturaleza no siguen la farmacocinética ni farmacodinamia parecida a ningan
otro medicamento, al tener una autorregulacion, los bacteri6fagos no sufren
metabolizacién, no hay cambios en su estructura, por lo que no se pueden tener
pardmetros farmaceéuticos como clearence, una dosis establecida que permita
describir el paso de los bacteri6fagos en el cuerpo, uno de los estudios clinicos
exitosos donde se administraron bacteriéfagos liticos de A. baumanii ajusto la
terapia diariamente y evalud la concentracion de bacteriéfagos en el paciente y con
ello poder determinar el tiempo de administracion, las concentraciones que se
administraran, en ese periodo de tratamiento la bacteria demostré susceptibilidad a
un antibidtico al que anteriormente era resistente, por lo que se optd por una
combinacion de terapia que culminé con una completa recuperacion del paciente

[17,23]. Estos estudios sugieren que una combinacion de terapia seria lo mas viable
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para asi reducir las posibilidades de que las bacterias generen mecanismos de

resistencia hacia los bacteriéfagos o los antibiéticos.

Los resultados obtenidos en la investigacion cumplieron con los objetivos
planteados al inicio de la misma, el crecimiento de bacterias fue exitoso, el estrés
celular generado por la irradiacion UV generd la activacion de los bacteriéfagos,
estos bacteriéfagos activados demostraron actividad antimicrobiana en contra de
sus propias bacterias. Como futura investigacion se tendrdn que secuenciar las
muestras de bacteriofagos obtenidas, esto para poder determinar que
bacteriéfagos se obtuvieron, su contenido genético y si es necesario poder
enriquecerlo con moléculas que potencien su accion, como endolisinas purificadas,
holinas, enzimas que degraden rapidamente la membrana de la bacteria, iones que

favorezcan la union del bacteriéfago a la bacteria, entre otros.
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ANEXOS
EQUIPOS UTILIZADOS A LO LARGO DE LA INVESTIGACION

Campana de flujo laminar

Marca: Thermo Fisher Scientific

Modelo: 1395

Potencia: 120 V; 50/60 HZ; 8.00 A

Rango de presién: .20-.32 a 488 cfm y .16-.28 a 265 cfm
Velocidad de admision primaria: 100-110 FPM
Velocidad de flujo descendente: 58-68 FPM

La cabina de seguridad biol6gica es adecuada para todas las aplicaciones en las
que se requiere proteccion del personal, del medio ambiente y de los productos, asi

como proteccion contra la contaminacion cruzada.
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Las aplicaciones tipicas son aplicaciones de investigacion rutinarias de cultivo
celular, investigacion clinica, investigacion en ciencias biologicas y microbiologia.
Utilizada para manipular reactivos y material que requerian esterilidad, tales como
caldos enriquecidos previos a la inoculacion de bacterias, buffers, entre otros.

Espectrofotdmetro UV/VIS Nanodrop 2000c

Marca: Thermo Scientific
Rango fotométrico: Pedestal 03000 Abs y Cubeta 0.15 Abs
Exactitud en absorbancia: 3% (a 0.74 Abs a 350nm)

Limites de deteccion: Pedestal: 2ng/uL (dsDNA), 0.10mg/ml (BSA); Cubeta: 0.4
ng/puL (dsDNA), 0.01 mg/mL (BSA)

Fuente de iluminacion: Lampara de xendn
Volumen de muestra: 0.2 uL a 0.5 mL

Tiempo de medida: <3 s
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Utilizado para medir concentraciones de proteinas y acidos nucleicos, densidad

Optica de los medios bacterianos.

El Thermo Scientific NanoDrop™ 2000c permite realizar mediciones directas y
sencillas: solo se pipetea y se limpia. El NanoDrop™ 2000c es mucho mas rapido
y preciso que un espectrofotometro convencional. La medicion directa permite

obtener lecturas precisas en menos de 5 segundos.

El NanoDrop™ 2000c utiliza tecnologia patentada de retenciéon de muestras que
permite tamafios de muestra de tan solo 0,5 uL. EI NanoDrop™ 2000 ofrece una
salida espectral completa y es capaz de medir ADN, ARN (A260), proteinas (A280),
concentracion y pureza de la muestra (proporcion 260/280). EI NanoDrop™ 200
ofrece un rango de concentracion de 2 ng/ul a 15000 ng/ul de dsADN sin

diluciones. Otras caracteristicas del NanoDrop™ 2000 incluyen:

Métodos preconfigurados para aplicaciones comunes como acidos nucleicos,
proteina A280, microarrays, proteinas y marcadores, Bradford, BCA, Lowry y Pierce
660 nm.

Incubadora mixer

Marca: Eppendorf
Modelo: Excella 24 Shaker series

Utilizada para la incubacion de bacterias y en la interaccion bacterias-bacteriéfagos.
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El agitador New Brunswick E24 usa un mecanismo de accionamiento basculante
unicentric, este mecanismo proporciona un movimiento rotatorio plano horizontal
en un 6rbita circular de 1.91 cm (3/4 de pulgada) de didmetro. Un microprocesador
proporcional/integral controla la velocidad y temperatura a lo largo de todo el rango.

Funciona a temperaturas de 7 °C por encima del ambiente a 60 °C, este rango
depende de la humedad relativa y de otros factores ambientales. Se pueden alojar
matraces Erlenmeyer, matraces Fernbach de 2.8 L y una amplia variedad de tubos

y placas.

Agitador ROCKit

Speed [RPM]

Marca: Select Bioproducts
Utilizado para resuspender pellet que contenia los bacteriéfagos.

El Rock-it Platform Rocker cuenta con velocidad variable y un angulo de inclinacion
ajustable. Para tefir geles fragiles, se puede seleccionar un movimiento de onda
suave. Se pueden configurar condiciones mas vigorosas para lavar membranas
mas resistentes. El angulo de inclinacion y la velocidad se modifican simplemente

girando las perillas correspondientes.
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Las plataformas estan fabricadas en acero inoxidable con una alfombrilla de goma
para mantener los recipientes de muestras en su lugar. Un motor de alta resistencia
Impulsa cargas de hasta 5 kilogramos, mientras que los rodamientos de bolas con
lubricacion permanente garantizan un funcionamiento suave y sin necesidad de

mantenimiento.

Autoclave

Esterilizador automatico de alta presion

Rango de temperatura para esterilizar: 105-128 °C
Rango de temperatura para secar: 150-180 °C
Presién maxima: 0.2 MPa

Utilizada para esterilizar material y reactivos.

Estos modelos son esterilizadores automaticos de vapor de alta presion con
sistema de entrada de clave interactiva, que permite esterilizar y secar instrumentos
o ropa utilizados en investigaciones o examenes de medicamentos, tratamientos

médicos, alimentos, etc., con la maxima seguridad.
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Con un sistema interactivo de entrada de teclas, las condiciones se memorizan.
Con solo pulsar una tecla, todo se realiza automaticamente, desde la extraccion del

aire hasta la esterilizacion y el secado.

Esta disponible la configuracion por horas y funcionamiento continuo. También es
posible esterilizar los medios. Las medidas de seguridad se enriquecen incluyendo
una funcion de autodiagndéstico y un dispositivo de prevencion en caso de

colocacion incorrecta de los depdsitos de drenaje.

Balanza analitica

Voyager

Marca: Voyager
Utilizada en la preparacion de diversos reactivos.

Disefiadas para tareas que requieran algo mas que una balanza de rutina; su
software de aplicacion avanzado simplifica hasta las mediciones mas complejas.
Incluye una pantalla LCD ajustable retroiluminada, que guia al usuario a traves de
una amplia variedad de aplicaciones y una seleccion de 15 pesas. La funcién de
Autocal calibra la balanza cuando nota un cambio de temperatura suficiente que

puede afectar a la exactitud.
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Productor de agua ultra pura

Produce agua ultra pura con calidad superior a lo especificado para agua tipo |
Conductividad: 0.055 pS/cm
Utilizada para preparacion de reactivos y lavado de material.

Este sistema compacto y fiable es una eleccion fantastica para aplicaciones como
las de HPLC u otros analisis de instrumentos, preparacion de muestras, lavado del
instrumental de vidrio o trabajos de biologia molecular en los que interferirian
endotoxinas o nucleasas. Cologue el sistema sin acceso directo a la tuberia de
agua con el depdsito integrado de agua de suministro de 6 | opcional. Compruebe
facilmente la pantalla con un visor basculante retroiluminado. Supervise la calidad

del agua de suministro para ayudar a maximizar la vida util del cartucho.
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Ultracongelador

Marca: Eppendorf
Temperatura: -86/-50 °C
Utilizado para almacenar bacterias.

Los congeladores se han fabricado utilizandose acero y piezas electrénicas de alta
calidad para garantizar una vida util prolongada. Los armarios estan aislados con
una combinacion de espuma de poliuretano (aplicada in situ) y unos paneles de
aislamiento al vacio. Esta combinacion garantiza unas propiedades aislantes
superiores, disponiendo al mismo tiempo de una capacidad interna extra grande
comparada con el espacio que ocupa el congelador. Los congeladores de la serie
Innova estan provistos de muchas caracteristicas y funciones disefiadas para
proporcionar un uso y mantenimiento facil, asi como seguridad y fiabilidad a sus
requisitos de almacenamiento a temperaturas ultra bajas. Han sido construidos bajo
estricta observacién de los requisitos reglamentarios respecto a seguridad,
respecto al medio ambiente y eliminacion; ademas disponen de marcado CE y de
la certificacion UL.
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Centrifuga

5

Modelo: Biofuge stratus

Marca: Kendro, Laboratory Products

Voltaje: 120 VAC

Fuente de poder: 1300 W

Utilizada para eliminar grandes particulas en la extraccién de bacteriéfagos.

Velocidad regulable de 300 a 23.300 rpm en incrementos de 10. Aceleracion/freno
de 9 niveles. Capacidad maxima 4 x 180 ml. Reconocimiento automatico de rotor.
Nueve programas mas uno de preenfriamiento. Rango de temperatura de -19 °C a
+40 °C. Temporizador de 0 a 9 hrs 59 mins o funcionamiento continuo.
Dimensiones: 395*640*595 mm, 134 kg.
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Ultracentrifuga

Modelo: éptima MAX-XP Ultracentrifuge
Marca: Beckman Coulter
Velocidad regulable hasta 100, 000 rpm.

Utilice la ultracentrifuga Optima MAX-TL para aplicaciones que requieran grandes
campos de fuerza que puedan separar y aislar pequefias particulas (virus, bacterias
y componentes subcelulares, como mitocondrias) y grandes moléculas (péptidos,
ADN, proteinas). Estas muestras derivan de una gran variedad de componentes

naturales y sintéticos.
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Equipo de Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Modelo: Zetasizer Nano ZS

Marca: Malvern Panalytical

-Utilizado para caracterizar los bacteriéfagos obtenidos por tamafio de particula.
Andlisis DLS: Mediciones del tamafio de particulas de 0,3 nm a 10 ym

El andlisis de rango de tamafio ampliado ofrece una precisibn mejorada para
tamafios de particulas superiores a 1 ym y resultados indicativos superiores a
10 um (utilizando la celda de dimensionamiento desechable de bajo volumen
ZSU1002)

Potencial zeta de nanoparticulas y coloides mediante andlisis M3-PALS y modo de

corriente constante zeta

Peso molecular mediante el uso de dispersion de luz estatica a 90 °

86



Microscopio Electronico de Transmisiéon (TEM)
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Utilizado para caracterizar bacteriéfagos de acuerdo a morfologia.

Es un instrumento cientifico que utiliza un haz de electrones para observar la
estructura interna de materiales, incluyendo tejidos biolégicos y materiales no
bioldgicos, a muy alta resolucion. La técnica consiste en dirigir un haz de electrones
a través de una muestra ultradelgada, obteniendo una imagen de la estructura

interna basada en como los electrones son transmitidos o dispersados.
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