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Resumen

En Ecuador en el 2019 se reportd 19 500 casos de enfermedades transmitidas por los alimentos,
considerando a este como un problema de salud puablica. Estas enfermedades son causadas
generalmente por la presencia de bacterias patdgenas. Listeria es un género bacteriano que tiene la
capacidad de colonizar distintos ambientes logrando inclusive colonizar alimentos procesados. Esta
bacteria es causante de una enfermedad denominada listeriosis que tiene una alta tasa de mortalidad
y morbilidad. Actualmente, para tratar enfermedades causadas por dicha bacteria se utilizan
antibidticos como la penicilina, eritromicina, meropemen entre otros, sin embargo, debido a la
multiresistencia que ha generado esta bacteria es necesario buscar nuevas alternativas como la
fagoterapia, con fines terapéuticos y también utilizados en la industria alimenticia como control
bioldgico de esta bacteria. El objetivo de este estudio fue aislar bacteriéfagos que inhiban el
crecimiento de Listeria spp resistente a antibioticos. Se colectaron muestras de agua del rio
Machangara que debido a la alta presencia de contaminacion es un entorno éptimo para el
desarrollo de bacteri6fagos. Fueron aislados utilizando el ensayo de doble capa, posteriormente se
evalué la capacidad litica de los bacteri6fagos obtenidos y se concentraron para tener una mayor
cantidad de unidades formadoras de placa (UFP), finalmente fueron almacenados para su
conservacion. Se obtuvieron bacteriéfagos que inhiben el crecimiento de tres especies: Listeria
ivanovii, Listeria monocytogenes y Listeria welshimeri, y que debido a su amplio espectro litico

inhiben otras enterobacterias.

Palabras clave: enteropatogenas, listeriosis, bacteria, virus, antibioticos.



Abstract

In Ecuador in 2019, 19,500 cases of foodborne diseases were reported, considering this as a public
health problem. These diseases are generally caused by the presence of pathogenic bacteria.
Listeria is a bacterial gender that has the ability to colonize different environments, even managing
to colonize processed foods. This bacterium is the cause of a disease called listeriosis, which has a
high mortality and morbidity rate. Currently, to treat diseases caused by said bacteria, antibiotics
such as penicillin, erythromycin, meropemen, among others, are used, however, due to the multi-
resistance generated by this bacterium, it is necessary to look for new alternatives such as phage
therapy, for therapeutic purposes and also used in the food industry as a biological control of this
bacterium. The objective of this study was to isolate bacteriophages that inhibit the growth of
antibiotic-resistant Listeria spp. Water samples were collected from the Machangara River, which
due to the high presence of contamination is an optimal environment for the development of
bacteriophages. They were isolated using the double layer assay, later the lytic capacity of the
bacteriophages obtained was evaluated and concentrated to have a greater quantity of plaque-
forming units (UFP), finally they were stored for their conservation. Bacteriophages were obtained
that inhibit the growth of three species: Listeria ivanovii, Listeria monocytogenes and Listeria

welshimeri, and that due to their broad lytic spectrum inhibit other enterobacteria

Keys words: enteropathogenic, listeriosis, bacterium, virus, antibiotics.



Introduccion

Una de las vias de entrada més importante para que los microorganismos patdgenos ingresen al ser
humano, es a través de la cadena alimenticia, produciendo infecciones microbianas conocidas como
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Mena, 2010). Estas enfermedades son
consideradas como uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial (Kopper,
Calderon, Schneider, Dominguez, & Gutiérrez, 2009). Segln estimaciones estadisticas se dice que
en el continente americano al menos 77 millones de personas son afectadas por la contaminacién
alimentaria, de los cuales 31 millones de esta cifra corresponden a nifios menores de 5 afios (OMS,
2015). De acuerdo al Centro de Control y Prevencion de Decesos (CDC), alrededor de 48 millones
de personas en USA son afectadas por el consumo de alimentos contaminados (Estrada, Strawn,
Williams, & Moreno, 2019), lo que supondria que anualmente se pierden aproximadamente 2
millones de vidas humanas, alrededor de todo el mundo (Prada, Holguin, Gonzalez, & Vives,

2015).

En Ecuador un estudio realizado en el 2018 por el Ministerio de Salud Publica, lleg6 a la conclusion
que durante ese afio, la cifra ascendi6 a 24.000 casos de infecciones, ademas, en el Gltimo informe
presentado en el mes de julio del 2019 se reportaron alrededor de 11.411 casos mas (MSPE, 2019).
La presencia de contaminacion bacteriana en los productos alimenticios principalmente se debe al
incumplimiento de las buenas practicas de manufactura durante su proceso de elaboracion
(Chiluisa, Cabrera, & Valladares, 2017), a esto se le debe sumar la presencia de patégenos en
materias primas como: leche, carne, pescado, vegetales, etc. Justamente por estos motivos, las

industrias realizan esfuerzos para minimizar el riesgo de contaminacion (Diaz, Chavez, & Sauceda,



2012) , sobre todo en aquellas partes del proceso donde el alimento no se somete a un tratamiento
que permita eliminar los patdgenos (Schobitz, Ciampi, & Nahuelquin, 2009).

Entre los géneros mé&s comunes de bacterias causantes de enfermedades transmitidas por los
alimentos se han encontrado: Campylobacter jejuni, Clostridiuam botulinum, Escherichia coli,
Salmonella spp, Shigella spp, Staphylococcus aureus (USDA, 2013). Ademas, también se
encuentra el género de bacterias gram positivas Listeria spp, que posee siete especies, sin embargo,
dos de estas poseen un mayor interés en la patologia humana y animal: Listeria monocytogenes y
Listeria ivanovii (Acha & Szyfres, 2001), que se transmiten a través de los alimentos por via
digestiva (M. Fernandez, 2016).

Listeria monocytogenes produce una enfermedad denominada listeriosis, misma que se caracteriza
por su alta tasa de letalidad (Acha & Szyfres, 2001), reportandose casos alrededor de todo el mundo
(Orsi & Wiedmann, 2016), se situa entre las enfermedades transmitidas por alimentos de mayor
relevancia en la salud publica, debido al impacto social y econémico que tiene por la gravedad de
su cuadro clinico (A. Mufioz, Vargas, Otero, Diaz, & Guzman, 2011). Esta enfermedad se
caracteriza por afectar principalmente a poblaciones de riesgo, es decir, a mujeres embarazadas,
nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas. También causa abortos, partos prematuros,
meningitis y septicemia (Nifio, 2012).

Para combatir dichas enfermedades se utilizan antibiéticos, no obstante, la resistencia a los
antibidticos es un problema que no solo engloba el ambito de la salud humana, sino también, se
conecta con la salud de los animales y el medio ambiente. Lo que se debe en gran medida a como
se usan estos antibioticos, en el caso de la ganaderia se han utilizado dosis subterapeuticas en
periodos largos de exposicion lo que genera condiciones ideales para que las bacterias confieran

genes de resistencia. Posteriormente, estos genes pueden transferirse a los patdgenos adaptados al



ser humano o inclusive directamente a la microbiota intestinal ya sea por el contacto con personas
infectadas, alimentos contaminados o el entorno que nos rodea (Robinson et al., 2016).

Este tipo de bacterias han desarrollado resistencia a antibioticos de primera generacion como la
penicilina, ampicilina y la gentamicina, esto se debe a la capacidad que tienen las bacterias para
desarrollar diversos mecanismos fisioldégicos y moleculares, logrando adaptarse rapidamente a
condiciones adversas (Prada et al., 2015).

Inclusive se ha determinado que, las bacterias del género Listeria poseen mecanismos de resistencia
a una gran variedad de antibidticos (Daza, 1998) como son: el cloranfenicol, eritromicina,
estreptomicina, tetraciclina, vancomicinay trimetoprim (Nifio, 2012) porque lo es necesario buscar
nuevas opciones de tratamiento capaces de eliminar a las bacterias.

Una de las alternativas en los ultimos afios es el uso de la fagoterapia la cual emplea virus
especificos de las bacterias conocidos como fagos. Estos reconocen la superficie de la célula
bacteriana con alta especificidad inyectan su ADN o ARN y se multiplican y ensamblan dentro de
la bacteria, para finalmente romper la célula y liberar su progenie, esto provocara que se infecte a
nuevas células bacterianas. EI nimero de fagos crece de forma exponencial, lo que coadyuva a
provocar un efecto en el sitio de infeccidn (Prada et al., 2015).

Los bacteriéfagos se aislan principalmente de aguas residuales debido a la alta prevalencia de
bacterias patdgenas en este ambiente y, por lo tanto, de fagos especificos para cada bacteria,
ademas, presenta condiciones ambientales 6ptimas para su crecimiento (Alegre, 2019). Un estudio
realizado en el rio Machangara, expone el alto grado de contaminacion, pH alto y bajo potencial
de 6xido reduccién, acumulacion de materia organica, por ende, gracias a estas caracteristicas
ambientales, se garantiza la presencia de fagos y facilita su aislamiento (Reinoso, 2015). En
investigaciones realizadas por varios autores se ha logrado aislar fagos para Escherichia coli,

Acinetobacter baumannii, aislados de este mismo rio (Egas, 2016).
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A pesar de las investigaciones en el pais sobre los bacteriéfagos ain no se ha profundizado la
obtencidn de bacteridfagos para Listeria spp. y su potencial uso como tratamiento. Este trabajo de
titulacion se desarrollé en Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos
(CRN-RAM), perteneciente al Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica Dr. Leopoldo
Izquita Pérez zona 9 (INSPI-LIP) en la ciudad de Quito y tiene como objetivo, aislar bacteriofagos
inhibidores del crecimiento de Listeria spp. con resistencia antimicrobiana. Para lo cual se tomaran
muestras de agua del rio Machangara y se evaluard la capacidad que tienen los bacteriéfagos

aislados de inhibir el crecimiento de las bacterias resistentes a maltiples antibidticos.



Capitulo 1

1. Marco tedrico
1.1. Bacteriofagos

Los bacteri6fagos también conocidos como fagos o virus bacterianos fueron descubiertos por
Frederick W.Twort en 1915 y Félix d’Hérelle en 1917 (Ausgustyn et al., 2018). La palabra
bacteriofago proviene del griego faxtipiov (baktérion) y gayeiv (phagein) que significa comer o
devorar (Leitner, Kessler, & Klumpp, 2019). Estos son considerados como los entes biologicos de
mayor abundancia, estimando un total de 10%° a 10% particulas en todo el planeta, ademas
desempefian un papel importante y determinante en el balance de los ecosistemas bacterianos

(Punil, 2017).

Estos virus son parasitos intracelulares obligados que utilizan la maquinaria de las bacterias para
replicarse (Monk, Rees, Barrow, Hagens, & Harper, 2010). Los bacteriéfagos logran reconocer con
alta especificidad la superficie celular para asi inyectar su ADN o ARN (Prada et al., 2015), esto
se debe a que existen receptores especificos en la superficie de las bacterias para que los fagos se

adhieran conllevando a resultados posibles de infeccion (C. Torres, 2018).

1.1.1. Generalidades

Los bacteridéfagos son muy especificos por lo que algunos infectan a cepas particulares dentro de
una sola especie. Sin embargo, tienen un amplio rango de hospedadores, es decir, pueden infectar

a varias especies dentro de un género (Monk et al., 2010).

Algunas funciones que cumplen los bacteriéfagos son de tipo ecoldgicas, donde se incluye la
estructuracion de comunidades microbianas, impulsar la evolucion a partir de la transferencia de
genes y desempefiar un papel primordial en el ciclo biogeoquimico (Dwivedi, Schmieder,
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Goldsmith, Edwards, & Breitbart, 2012). También, son considerados el principal promotor entre

bacterias del intercambio horizontal de genes (Leitner et al., 2019).

Son importantes ya que han sido considerados y aplicados como un modelo que permite el estudio
de la genética de las bacterias, asi como también, de los distintos mecanismos de control de la
expresion génica, todo esto debido a que las bacterias hospederas son simples de manejar y cultivar

dentro del laboratorio (Gaviria, Gonzalez, & Castafio, 2017).

Los bacteridfagos se utilizan como una herramienta para la transformacidn gendmica bacteriana, y
sirven ademas, para la elaboracion de vacunas, siendo una alternativa para el manejo de infecciones

también llamada fagoterapia (Hernandez, 2007).

Una caracteristica importante de los bacteriéfagos es que tienen la habilidad de persistir viables
por largos periodos de tiempo, esto se debe a la conformacién y organizacién de las proteinas de
la capside, superando condiciones ambientales adversas, pH y temperatura variable e inclusive

cuando estos se encuentran expuestos a ADN-asas (Gaviria et al., 2017).

1.1.2. Taxonomia

En el afio de 1966 se establecié el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), con la
finalidad de implementar un esquema Unico y universal para clasificar a cientos de virus aislados
de humanos, animales, plantas y bacterias (Murphy et al., 1995). La clasificacion se basa segun el
tipo de &cido nucleico, morfologia o por sistemas taxondmicos basados en secuencias (Rohwer &
Edwards, 2002). Inclusive se los clasifica segun su modo de replicacion, el organismo huésped y

el tipo de enfermedad (White & Orlova, 2016).

Segun su morfologia se pueden clasificar en fagos filamentosos, con envoltura lipidica y fagos con

lipidos en su cubierta proteica (White & Orlova, 2016), algunos suelen tener formas icosaédricas



y presentar cola siendo estos ultimos los mas complejos. Otra de las formas de clasificar a los fagos
es a partir del material genético que puede ser de ADN o ARN y este a su vez ser de doble o simple
cadena, circular o lineal (Carter & Saunders, 2007). Se han descrito 13 familias posibles de fagos
que se dividen segun su estructura morfoldgica, naturaleza de su genoma, presencia o no de cola,

en (Figura 1), se muestran algunas de las familias de bacteridéfagos (Ackermann, 2000).

Morfologia y descripcion basica de las familias de bacteriofagos.

Morfotipo Forma Acido Familia Particularidades
nucleico N &
AlaA3 Fagos con ADN dc, L Myoviridae Cola contractil |~.\ ,] - I | o= |
cola Al 81 el 2 [
BlaB3 Siphoviridae Cola larga, no ‘ [ F2
contractil = |
ClaC3 Podoviridae Cola corta S \
D1 Fagos ADN sc, C Microviridae Capsomeros ‘l i ] ‘ |
poliédricos sobresalientes > . " | ‘
D3 ADNdc,C, S Corticoviridoe ~ Capside compleja, el || 82| cz ‘
lipidos ] | |
Da ADN dc, L Tectiviridoe Vesicula lipidica, = | ‘ a
pseudocola R e ! 4
E1 ARN sc, L Leviviridae 1 | P -
E2 ARN dc, L, Cystoviridae Cubierta lipidica ‘ | t;' ~
e n.v a:I . c;-T/
F1 Fagos ADN sc, C Inoviridae a- filamentos ~ | /
filamentosos largos D H [ &3 ‘ L
F2 b- bastones cortos g # a2’
F3 ADN dc, L Lipothrixviridae Cubierta lipidica
Fa ADN dc, L Rudlviridoe Similar al virus del
mosaico del tabaco
G1 Fagos ADNdc,C, S Plasmaviridoe  Cubierta lipidica,
pleomorficos sin capside
G2 ADN dc,C, S Fuselloviridae Cublerta lipidica,
sin capside, en
forma de limdn

Figura 1. Descripcion de la morfologia de las familias de bacteri6fagos.

Nota: C: Circular; L: lineal; S: superhelical; seg: segmentado; 1: cadena simple; 2: cadena doble
Fuente: (Ackermann, 2000).

Desde el afio de 1959, a partir de la microscopia electrénica se ha logrado determinar la estructura
de aproximadamente 5100 bacteridfagos, llegando a demostrar que el 96 % de los fagos totales
poseen cola. Dentro de este grupo la distribucion de los aislados es de 25,1 % perteneciente a la
familia Myoviridae, 60,8 % a la Siphoviridae y 14,1 % a la Podoviridae. Estos fagos constituyen

el orden de los Caudovirales (Dini, 2011).



1.1.3. Estructura

Los bacteriofagos tienen un tamafio que varia entre 20-200 nm (L. Fernandez, Gutiérrez,
Rodriguez, & Garcia, 2020). Se ha descrito a los fagos como los viriones mas complejos, debido a
que se conforman por varias partes separadas, con formas y simetrias diferentes. Se ha considerado
a los fagos compuestos por cabeza icosaédrica y cola helicoidal como los mas completos (Madigan,
Martinki, Bender, Buckley, & Stahl, 2015). A pesar de la diversidad estructural que poseen la
mayoria de fagos segun la familia a la que pertenecen, estos al igual que todos los virus se
componen basicamente de una cubierta proteica o capside que protege el material genético que se
encuentra en su interior (Alegre, 2019). Existen tres formas bésicas en las que puede estar formado
un fago: Una cabeza icosaédrica con cola, una cabeza icosaédrica sin cola y de forma filamentosa
(Ausgustyn et al., 2018). En la (Figura 2), se muestran algunas de las formas mas comunes de los

bacteriofagos.

Uno de los fagos que mayormente se ha descrito es el fago T4 especifico para Escherichia coli,
que se compone de una cola con al menos 20 proteinas que dependen entre si, una cabeza con
mayor cantidad de proteinas, el ensamblaje de ambas partes suele ser un proceso complicado ya
que la cola se forma de manera independiente antes de unirse con la cabeza del fago (Madigan et

al., 2015).



Estructuras basicas de los bacteriofagos

Virlon com extructura compleja

Figura 2. Formas estructurales basicas de los bacteriéfagos.

Tomado de: (Megia, 2020). Estructura de un virus

1.1.4. Mecanismos de replicacion

La replicacion es el mecanismo por el cual los bacteriéfagos o virus logran que una célula viva, es
decir el hospedador, sintetice todos los componentes necesarios para generar una mayor cantidad
de particulas virales, una vez sintetizados los componentes son ensamblados para finalmente

obtener como producto nuevas particulas (Madigan et al., 2015).

Los bacteri6fagos poseen dos mecanismos de replicacion: el ciclo litico y lisogénico (Gill &
Hyman, 2010) como se pueden observan en la (Figura 3). En cualquiera de los dos ciclos como
primer paso los fagos reconocen los receptores de membrana y posteriormente insertan su material

genético en la célula hospedera (Anexo 2) (Lewin, 2008).



Mecanismos de Replicacion de los bacteriofagos

Ocasionalmente el profago puede escindirse
o El fago se adhlere a 1a del cromosoma bacterianc e iniciar el ciclo
ADN de fago celula huésped e inyecta el lisco
(doble cadena) ADN

, Cromosoma

-./ -—C—Dx ey

awis (0O 2=, (OO

m Uisis celular y liberacidn de o El ADN del fago se circulariza y @ Lo bacteria lisagénica s&
fs progenie de fagos entra al ciclo linco o al lisogénico reproduce normaimente

\ & ll
S74Y79 N

@ Las proteinas del fago se @ El ADN del fago se integra al cromosoma de la
sintetizan y se ensamblan bacteria por recombinacion y se convierte en un
formando los viriones profago

Figura 3. Mecanismos de replicacion de los bacteriéfagos.

Fuente: (Dini, 2011). Libro: “Microbiology: an introduction”.

1.1.4.1. Ciclo litico

Corresponde al primer ciclo replicativo que tendran los bacteriéfagos, principalmente aquellos

fagos que son virulentos (Segundo, Hernandez, Lopez, & Torres, 2010). Este ciclo representa una

importancia en la aplicacion de fagoterapia ya que termina con la lisis o0 muerte de la célula

hospedera (Gill & Hyman, 2010). La resistencia que tenga la bacteria target del bacteriéfago no se

encuentra influyendo en la capacidad litica (Orlova, 2012).

En primer lugar se da un reconocimiento de los receptores de la bacteria por parte del fago, seguido

de la adsorcion del virus en la célula huésped, la penetracion del material genético del fago en la

célula, la sintesis de cada componente estructural y finalmente la salida de las particulas formadas

del bacteriéfago (Segundo et al., 2010). Las fases se dividen en las siguientes:
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a) Reconocimiento y Adsorcion

Esta fase provoca una union reversible gracias a la interaccion de las proteinas de la cola con
los receptores que estan en la superficie de la célula hospedera, posteriormente se posesiona
correctamente y genera una union irreversible (Dini, 2011). Los receptores de la superficie
bacteriana van a variar entre gram positivas conformado por elementos de peptidoglucano,
acidos teicoicos, lipoteicoicos, por otro lado las bacterias gram negativas conformados por
lipopolisacaridos (LPS), y proteinas de la membrana externa como porinas y proteinas de
transporte. EI mismo bacteriofago puede tener diferentes tipos de receptores en su estructura,
esto es importante ya que mientras mas receptores tenga el fago mayor sera el rango de

hospedero del mismo (Kutter & Sulakvelidze, 2004).

b) Replicacion

La eficiencia de la replicacion del material genético del fago dependera de la naturaleza de este.
La fase de eclipse es el periodo desde que se da la infeccion del bacteri6fago hasta que se forma
la particula completa, en esta fase se replica totalmente el ADN de un fago, se sintetizan las
proteinas de la capside y finalmente ocurre el ensamblaje de todos sus componentes (Clokie &

Kropinski, 2009).

Este proceso ocurre principalmente en tres fases i) la transcripcion de los genes tempranos, ii)
transcripcion de los genes que codifican para las enzimas para la replicacion y iii) transcripcion

de genes estructurales y de lisis (Kutter & Sulakvelidze, 2004).
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c) Liberacion de la progenie

Este corresponde al ultimo paso del ciclo litico, se da la liberacion de la célula huésped de
nuevos fagos completamente formados y maduros, la cantidad de fagos que son liberados
pueden ir desde algunos a miles, este nimero de particulas virales expulsadas es conocido como

tamanio de explosién (Dini, 2011).

1.1.4.2.  Ciclo lisogénico

En este ciclo los bacteri6fagos insertan su material genético en la célula huésped lo que se conoce
como “profago”, ya sea en forma de plasmido (C. Torres, 2018), o en el interior de una region
especifica del cromosoma bacteriano, por lo tanto, esté se replica conjuntamente con la célula
huésped y se transmite a la progenie (Orlova, 2012). Los fagos que realizan lisogénia se denominan

templados, y codifican enzimas especificas, como un represor transcripcional.

Este ciclo no tiene una aplicacién dentro de la fagoterapia ya que no termina con la muerte de la

bacteria (Gill & Hyman, 2010).

1.1.5. Técnicas de identificacién de Bacteri6fagos

Los bacteri6fagos han podido ser identificados a través de técnicas que permiten diferenciarlos
molecular o morfologicamente, entre ellas destacan a nivel molecular la amplificacion de marcos
de lectura pertenecientes al genoma viral a traves de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
por otra parte también, esta el uso de fragmentos de restriccion y la secuenciacion masiva del
genoma del fago. En cuanto a la identificacion morfoldgica principalmente se utiliza la microscopia
electronica que permite identificar la estructura de los bacteridfagos y asi identificarlos por la

morfologia de la capside y cola.
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1.1.5.1.  Microscopia Electrénica

El estudio de la microbiologia y la bacteriologia han brindado una idea clara de la capacidad que
tienen los virus para infectar a las células. Sin embargo, es necesario conocer la organizacion
estructural y sus componentes a nivel atdbmico para comprender su funcién y lograr asi su
regulacién o modificacién (White & Orlova, 2016). Con la aparicién de la microscopia electronica
se pudo determinar que los fagos poseen una naturaleza particulada y viral, ademas, de poseer
diferentes tamafios y formas. Méas de 5500 bacteriéfagos se han caracterizado gracias a la
microscopia electrénica. Existen dos principales ramas en la microscopia: microscopia electronica

de barrido y microscopia electrénica de transmision (H. Ackermann, 2012).

1.1.6. Fagoterapia

En el afio 1919, el cientifico d’Herrelle fue el primero en utilizar fagos como posible alternativa
para tratar infecciones bacterianas, aislo bacteriofagos de muestras de heces de aves para combatir
especificamente la disenteria en pollos (Prada et al., 2015). Posteriormente sus estudios fueron
probados en humanos en el Hospital de Enfants-Malades en Paris (Prada et al., 2015), uno de sus
ensayos se baso en tratar la infeccidn de un paciente de 12 afios de edad, en el cual aplic6 una Unica
inyeccion de fagos, finalmente observé que los sintomas de la enfermedad desaparecian

inmediatamente (E Garcia & Lopez, 2002).

Al notar que los virus destruian al huésped bacteriano y a la vez eran inofensivos para los humanos
(Inal, 2003) se genero el laboratorio comercial de d’Herelle que produjo algunas preparaciones a
base de fagos como, por ejemplo: Bacto-pyo-phage, Bacto-coli-phage, Bacto-rhino-phage, Bacto-

intestini-phage y Bacto-staphy-phage (Segundo et al., 2010).
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A pesar de los prometedores resultados al curar enfermedades como la disenteria severa,
infecciones cutaneas y otras infecciones bacterianas (Segundo et al., 2010) en los afios 1920y 1930
los avances logrados fueron interrumpidos por la Asociacion Médica Americana sobre todo porque
existia un desconocimiento de la biologia de los fagos ya que la primera descripcién morfoldgica
de un fago se realiz6 hasta el afio 1943 a traves de microscopia electronica (E Garcia & Lopez,

2002). Ademas, la fagoterapia fue opacada por la aparicién de los antibioticos (Prada et al., 2015).

Sin embargo, en los Gltimos afios el interés por la fagoterapia se ha reactivado principalmente por
la resistencia que han generado las bacterias a los antibi6ticos (Inal, 2003). Se ha demostrado la
eficacia de los fagos al combatir bacterias gram positivas y gram negativas (Segundo et al., 2010).
Esta terapia se basa en la utilizacion de bacteriéfagos para el control de bacterias patogenas (Kutter
& Sulakvelidze, 2004). La fagoterapia es un tratamiento basado en la actividad bactericida de los
bacteriéfagos (fagos), virus especificos de las bacterias. Los fagos reconocen la superficie de la
celula bacteriana con alta especificidad, inyectan su ADN o ARN, se multiplican y ensamblan
dentro de la bacteria, para finalmente romper la célula y liberar su progenie, que infectard nuevas
celulas bacterianas. EI numero de fagos crece de forma exponencial, por lo que tiene un mayor

efecto en el sitio de infeccion (Prada et al., 2015).

1.2.  Listeria spp.

1.2.1. Generalidades

Es una bacteria cocobacilo gram positiva, aerobia o anaerobia facultativa, movil a 25 °C e inmovil
a 37 °C (Schobitz et al., 2009), puede crecer en un amplio rango de temperaturas que van desde
0.5° C hasta 45 °C y condiciones de pH (4.7- 9.2) (Skowron et al., 2018). Estos microorganismos

tienen la capacidad de sobrevivir a diferentes condiciones como, concentracion de salinidad
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elevada, temperaturas bajas y a distintos valores de pH, estas caracteristicas les permite colonizar
distintos ambientes como pueden ser aceites, aguas residuales, plantas de procesamiento industrial,
maquinaria entre otros (Ferreira, Wiedmann, Teixeira, & Stasiewicz, 2013). Son capaces de
sobrevivir por mucho tiempo e incluso han generado resistencia a temperaturas de refrigeracion

(Oteo & Alos, 2009).

La gran habilidad para colonizar y crecer en diversos ecosistemas se debe a la presencia de 331
genes que codifican para varias proteinas de transporte (K. Torres, Sierra, Poutou, Carrascal, &
Mercado, 2005). Por lo que ha sido posible aislar esta bacteria de suelos, materia vegetal, aguas
residuales comida animal y en alimentos de consumo humano como son productos lacteos no

pasteurizados, verduras entre otros (Oteo & Alds, 2009).

1.2.2. Morfologia

El género Listeria es caracterizado por tener una morfologia de cocobacilos Gram positivo, cortos,
regulares, no esporulados, ni ramificados, que suelen observarse en disposicion individual o
formando cadenas cortas (A. Mufioz et al., 2011). Sus colonias son pequefias de 1 a 2 mm tras 24
horas de incubacién, con una coloracién blanco-grisacea, ademas, presentan hemolisis, que excede

de manera tenue el borde de la colonia (Benadof, 2008).

1.2.3. Taxonomia

Segun Bergey’s Manual of Sytemaric Bacteriology, la clasificacion cientifica de Listeria, esta
pertenece al dominio “Bacteria”; filo “Firmicutes”; clase “Bacilli”’; familia “Listeriaceae” (Staley
et al., 2005). En la actualidad este género comprende seis especies: Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeriy Listeria grayi (Schobitz

et al., 2009). Solo dos especies de este género son consideradas patogénicas: Listeria
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monocytogenes asociada a infecciones en humanos y Listeria ivanovii asociada a infecciones en
animales (K. Torres et al., 2005). Existen 13 serovares de Listeria monocytogenes: :1/2a,1/2b,1/2c,
3a,3b,3c, 4a, 4ab,4b,4c,4d,4e,7 (A. Muiioz et al., 2011), que se consideran potencialmente
patogénicos, sin embargo, se determiné que mas del 90 % de estos estdn involucrados en el
desarrollo de la listeriosis de origen alimentario como es el caso de los serovares: 4b, 1/2b, 1/2ay

1/2c¢ (Carrascal et al., 2011).

1.3. Resistencia antimicrobiana

Uno de los principales problemas en la actualidad, es la capacidad que tienen las bacterias para
generar resistencia a los antibidticos, lo cual, ha ocasionado problemas de salud publica
aumentando la mortalidad, morbilidad y los costos destinados a la atencién medica (Prada et al.,
2015). Sin duda, el manejo inapropiado, el uso excesivo y la mala administracion de los antibioticos
para tratar cualquier tipo de enfermedad infecciosa, ha generado que las bacterias adquieran la
capacidad de resistencia a los antibioticos por medio de diferentes mecanismos (Cires, 2002).

Existen diversos tipos de resistencia que pueden adoptar las bacterias.

1.3.1. Resistencia natural o intrinseca

En los dltimos afios se ha generado una contaminacion ambiental por el uso excesivo de
antibidticos como quinolonas y tetraciclinas que permanecen en el ambiente por largos periodos
de tiempo. La capacidad que tienen las bacterias para sobrevivir en lugares con presencia de
sustancias inhibidoras se conoce como resistencia intrinseca, la cual se debe a diversos mecanismos
de defensa ubicados en la célula de forma natural (Loera, LOpez, Romero, Luévanos, &
Balagurusamy, 2016), este tipo de resistencia es propia de cada familia, grupo o especie bacteriana

(Vignoli & Seija, 2006).
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1.3.2. Resistencia adquirida

Este tipo de resistencia la adquiriere una cepa de una especie bacteriana por lo que se considerada
variable (Vignoli & Seija, 2006). Esta resistencia se debe a la modificacidon genética horizontal
(Loera et al., 2016), por lo tiene mayor importancia en el ambito clinico. Es por esta razon que es
importante conocer los mecanismos de resistencia que impiden a los antimicrobianos ejercer su
accion sobre la bacteria (Daza, 1998). Puede darse este tipo de resistencia por mutaciones o por
mecanismo de transferencia genética. Una bacteria obtiene informacion genética que codifica
resistencia a partir de otra bacteria que, si es resistente, es mediada por plasmidos, transposones o

integrones (Daza, 1998).

1.3.3. Resistencia antimicrobiana en Listeria spp.

Durante muchos afios no se considerd necesario realizar pruebas de sensibilidad para Listeria spp,
no obstante, desde el afio 1993 la National Committee for the Clinical Laboratory Standars
(NCCLS), genera los primeros valores estdndar para interpretar de manera correcta las

concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de esta bacteria (Herrera et al., 2001).

Por mucho tiempo, esta bacteria ha conservado relativamente su sensibilidad a los antimicrobianos
siendo intrinsecamente resistente a las cefalosporinas de tercera generacion y a las quinolonas de
primera generacion (Oteo & Alos, 2009), sin embargo, en la actualidad existen diferentes estudios
gue han demostrado la multiresistencia de esta bacteria a distintos antibiéticos como: penicilina,
gentamicina, clindamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina y ciprofloxacina (Rivera,
2016). Con lo cual ha generado que se estandaricen valores para su correcta interpretacion, como
se muestra en la version 10.0 del European Committee on Antimicrobial Susceptibolity Testing

(EUCAST), donde existen tablas que muestran los puntos de interrupcion para la interpretacion de
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MIC y el diametro de la zona para Listeria monocytogenes con diversos antibiéticos como:

penicilinas, carbapenémicos, macrolidos y diversos agentes (EUCAST, 2020).

Listeria monocytogenes ha logrado desarrollar diferentes mecanismos de resistencia a los
antibioticos, por un lado, la resistencia intrinseca que se manifiesta por medio de la interferencia
de enzimas inactivadoras, provocadas por mutaciones espontaneas en genes constitutivos de esta
bacteria y también se encuentra la resistencia adquirida que se debe a mecanismos de resistencia

cromosomales o extracromosomales mediados por plasmidos (Rivera, 2016).

1.4. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

1.4.1. Mecanismos de resistencia natural

a. Permeabilidad de la membrana externa: la bicapa lipidica puede alterarse por accion de
las bacterias, sin embargo, la permeabilidad de la membrana puede deberse a cambios
conformacionales de las porinas, proteinas que forman canales de agua que regulan la
entrada de sustancias como los antibi6ticos. Al cambiar su conformacion genera que la
membrana externa no permita el paso de las sustancias al espacio peri plasmatico (Tafur,
Torres, & Villegas, 2008).

b. Bombas de expulsion: estas bombas toman el antibiético del espacio periplasmatico y lo
expulsan al exterior, evitando que llegue al sitio de accién (Tafur et al., 2008).

c. Alteracién al sitio de accion: este mecanismo es utilizados por las bacterias Gram-
positivas, las cuales alteran el sitio donde el antibidtico se une a ella y alterar el sitio de
accion del antibiotico (Loera et al., 2016). Este mecanismo es utilizado principalmente por
bacterias gram positivas, que generan cambios en el sitio de accion de los antibioticos beta-

lactamicos (Tafur et al., 2008).
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d. Modificacién enzimética del antibidtico: este mecanismo es utilizado por las bacterias
Gram- positivas, las cuales alteran el sitio donde el antibi6tico se une a ella y alterar el sitio
de accion del antibidtico (Loera et al., 2016). Este mecanismo es utilizado principalmente
por bacterias Gram positivas, que generan cambios en el sitio de accion de los antibidticos

beta-lactamicos (Tafur et al., 2008).

1.4.2. Mecanismos de resistencia adquirida

Debido a la gran capacidad de las bacterias para adaptarse a diferentes ambientes, este
microorganismo puede adquirir cierto grado de resistencia a los antibidticos, y asi transferir esta
resistencia de manera eficiente a otras bacterias por medio de elementos genéticos moviles, como
pueden ser, plasmidos, DNA desnudo y transposones (Giedraitien¢, Vitkauskiené, Naginiené, &

Pavilonis, 2011)

1.5.  Listeria spp. en el entorno de las (ETA)

Las enfermedades transmitidas por alimentos son consideradas como uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial, siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad. Son ocasionadas debido al consumo de alimentos contaminados por bacterias, virus y

parasitos (MSPE, 2019).

Las bacterias del género Listeria spp. comprenden uno de los principales agentes causales de una
ETA, es una bacteria que tiene la capacidad de colonizar y sobrevivir en muchos ambientes como
en el intestino de animales, agua, suelo, superficies, paredes, techos, plantas y han sido también
aisladas de productos terminados que estan listos para el consumo esto se debe a la capacidad que
tienen de resistir temperaturas de refrigeracion (Fundacion Vasca para la Seguridad
Agroalimentaria, 2006).
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Los primeros brotes de Listeria spp. en alimentos fueron en los afios 80 y fue desde este afio que
comenzaron a aumentarse, en 1983 se dieron los primeros casos epidémicos en América del Norte
y en Europa, generando mas de 2500 casos por afio de infecciones ocasionadas por esta bacteria,

causando listeriosis en los pacientes y ocasionando la muerte de 500 personas (Mena, 2010).

1.5.1. Listeria spp. en Ecuador
En el Ecuador se ha encontrado contaminacion por Listeria spp en alimentos listos para el consumo
tales como: embutidos, leches pasteurizadas, quesos, yogurt, carnes crudas y elaboradas, dichos
alimentos son de venta libre al publico en mercados, tiendas e incluso en restaurantes (Chiluisa et
al., 2017; Mena, 2010; Plaza, 2013). Este microorganismo, aunque se encuentre en bajas
concentraciones iniciales en los alimentos, tiene la capacidad de multiplicarse rapidamente durante
el proceso de almacenamiento asi sea en bajas temperaturas, por lo tanto, el riesgo de

contaminacion por Listeria spp, es alta (INEN, 2014).

1.5.2. Enfermedades ocasionadas por Listeria spp.

1.5.2.1. Listeriosis

Es una enfermedad producida por Listeria monocytogenes (K. Torres et al., 2005) en humanos se
cree que la principal ruta de transmision se debe al consumo de alimentos contaminados (Hof,
Nichterlein, & Kretschmar, 1997), generando una infeccion que puede presentarse de manera
esporadica o en epidemias (Oteo & Alds, 2009). Sin embargo, esta enfermedad puede darse por
diversas formas de transmision como por ejemplo de manera vertical, es decir de madre a hijo;
zoonotico por medio del contacto con animales enfermos y nosocomia que se refiere a la
adquisicion de esta enfermedad en los hospitales (Fundacion Vasca para la Seguridad

Agroalimentaria, 2006).
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La listeriosis es considerada una infeccion potencialmente grave (Rodriguez, 2018), con tasas de
mortalidad del 20 % al 40 % y una incidencia anual del 0.3 al 0.8 % por 100.000 habitantes,
inclusive puede alcanzar un porcentaje del 5 % cuando se dan brotes epidemiolédgicos (Becroft et
al., 1971). Esta enfermedad se manifiesta clinicamente siguiendo dos categorias: listeriosis

invasiva y listeriosis no invasiva.

La listeriosis invasiva se produce cuando las células bacterianas tienen la capacidad de atravesar la
barrera intestinal afectando a érganos y sistemas como: el sistema nervioso central y el Utero en
caso de una mujer embarazada puede ocasionar meningitis, bacteremias, septicemias,
meningoencefalitis. Por otra parte, la listeriosis no invasiva se puede manifestar con sintomas como

la gastroenteritis, diarrea, fiebre, dolor de cabeza (A. Mufioz et al., 2011).

1.6. Fagoterapia como alternativa para el control y tratamiento de Listeria spp.

Por muchos afios, las enfermedades causadas por Listeria spp, fueron tratados con antibioticos
como la amoxicilina, gentamicina y ampicilina, obtenido buenos resultados terapéuticos (Granda,
2018), sin embargo, en los ultimos afios con la generacion de nuevos mecanismos de resistencia
adquiridos por este género de bacterias en particular, es necesario buscar nuevas opciones de
tratamiento para pacientes infectados e inclusive investigar alternativas que puedan eliminar las
bacterias en los procesos productivos de elaboracion de alimentos, donde muchas veces los

alimentos son contaminados por este patdégeno llegando a producir una infeccién.

Una alternativa para combatir a Listeria spp. resistente a los antibiéticos es la fagoterapia que
emplea el uso de bacteri6fagos liticos para eliminar o inhibir el crecimiento bacteriano. Se ha
utilizado fagos en el &mbito terapéutico para tratar infecciones en humanos y animales, a su vez

qgue se han venido desarrollando productos fagicos utilizados en la industria alimentaria en
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cualquiera de los procesos de produccion de alimentos (Ernesto Garcia, 2014). Varios estudios
realizados en el afio 2005 han determinado que este tipo de terapia es segura por lo que se han
desarrollado suspensiones de fagos que pueden ser ingeridas para tratar infecciones en humanos.
Un ejemplo especifico ocurrio en Europa donde en un estudio, se administro a diversas personas
por via oral una concentracion de 10° UFP/mL del fago T4, demostrando que las personas no
desarrollaron ningln tipo de efecto secundario. Otro estudio demostré tener resultados exitosos
con el empleo de un fago litico capaz de inhibir a Pseudomona aeruginosa, para lo cual se
administré una suspension de fagos en pacientes con otitis ocasionada por esta bacteria, los
investigadores obtuvieron que en el 50 % de pacientes ocurri6é una disminucion y mejora de los
sintomas, asi como también que lograron reducir la carga microbiana en un 80 % a comparacion

de los pacientes no tratados (Reina & Reina, 2018).

La fagoterapia posee un gran numero de ventajas como son: baja posibilidad de desarrollar
infecciones secundarias debido a su alta especificidad al combatir una bacteria en particular (Inal,
2003); mayor efecto en el sitio de infeccién gracias al crecimiento exponencial de fagos (Prada et
al., 2015). Ademas, los receptores a los que se dirigen los bacteriéfagos en la superficie de la célula
bacteriana son factores de virulencia, esto quiere decir que cuando las bacterias generan resistencia
a los fagos, generalmente se alteran resultando en una atenuacion de la virulencia (Inal, 2003),
pueden lisar a células resistentes a antibioticos (Segundo et al., 2010). Debido a su capacidad para
mutar pueden combatir la resistencia que podrian llegar a generar las bacterias hacia los fagos
(Prada et al., 2015); son auto replicables se multiplican solo mientras encuentren la presencia de
la bacteria hospedera, los fagos no presentan ningun riesgo para la salud humana y animal esto se
debe a su alto grado de inocuidad y seguridad (Romero, 2015). Mientras que los antibidticos

pueden causar desordenes intestinales, alergias y otros efectos adversos no deseados; cabe destacar
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que la produccién de fagos es un proceso relativamente rapido y econémico. Desde su seleccion y
su generacion en laboratorio hasta llegar a la comercializacion puede tardar meses, comparado con

los antibidticos que suelen tardar varios afios (Prada et al., 2015).

Esto demuestra que la fagoterapia es una alternativa eficaz y segura para ser administrada a
pacientes que se encuentran infectados por bacterias multiresistentes. En el caso de Listeria spp.
no solo se podria utilizar para administrar directamente a los pacientes, sino que también es posible
utilizar suspensiones de fagos en procesos de elaboracion de alimentos para disminuir la
posibilidad de infestacién por esta bacteria y evitar el uso de antibidticos directamente en el

alimento ya que esto conlleva al aumento de la resistencia.
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Capitulo 2

2. Materiales y Métodos

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de investigacion del Centro de Referencia Nacional de
Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto Nacional de Investigacion en Salud
Publica Dr. Leopoldo lzquieta Pérez (INSPI-LIP) Coordinacion zonal 9. Se utilizaron cepas
bacterianas de Listeria spp, pertenecientes al cepario del CRN-RAM, procedentes de diversos
hospitales del pais y de muestras de la Agencia Nacional de Regulacién, Control y Vigilancia

Sanitaria (ARCSA).

2.1.  Procesamiento de cepas bacterianas

2.1.1. Seleccion de cepas bacterianas

Se seleccionaron las cepas bacterianas de la base de datos del cepario del CRN-RAM del INSPI
CZ-9 desde el afio 2015 hasta el afio 2019. En este caso se seleccionaron las cepas de Listeria spp,
provenientes de muestras de aislados clinicos y productos lacteos listos para el consumo humano.
Los criterios de seleccion de las cepas fueron: cepas con no mas de 5 afios de almacenamiento en
el cepario, cepas que hayan sido analizadas previamente mediante pruebas de susceptibilidad y
resistencia a los antibiéticos y pruebas moleculares como PCR que fueron usadas para identificar

la especie de Listeria spp.
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2.1.2. Reactivacion de cepas

Para la reactivacion de las cepas seleccionadas anteriormente, se procedio a descongelar los viales
originales a temperatura ambiente y a homogenizar las muestras en vortex durante un minuto.
Posteriormente se realizo la siembra de las cepas en agar sangre de cordero al 5 %, mediante el
método de agotamiento por estriado. Se incubaron a 37 °C durante 24 horas, finalizado el tiempo

de incubacion se verifico el crecimiento de las colonias.

Se realizaron suspensiones de las cepas para ello se recolectd varias colonias con la ayuda de un
asa esteril y se colocaron en 5 mL de BHI + glicerol al 20 %, posteriormente se homogenizaron en
vortex por un minuto y se guardaron en un congelador a -20 °C. Esto con la finalidad de evitar
contaminar los viales originales del cepario y generar un reservorio de cepas para posteriores

pruebas.

2.1.3. Pruebas confirmatorias de cepas de Listeria spp.

2.1.3.1.  Pruebas morfoldgicas

Para esto se tomaron los viales de respaldo y se dejaron a temperatura ambiente, se homogenizaron
con vértex durante un minuto y se realizo la siembra por estriado en agar sangre de cordero al 5 %,
las muestras se incubaron a 37 °C por 24 horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se
observo las placas bajo un estereoscopio con la finalidad de observar colonias de color blanco-
grisaceas de alrededor de 1 a 2 mm de Listeria spp. Ademas, se tomaron alrededor de 2-4 colonias
y con un asa estéril se procedio a colocarlas en una placa y realizar la prueba de Tincién Gram

(Tabla 1).
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Tabla 1.

Morfologia de Listeria spp.

Colonias (1 a2 mm) lisas.

Tincion Gram Positiva

Morfologia celular Bacilo corto (0.4-0.5 um x 0.5-2.00
um)

Fuente: Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE), 2018. Modificado por: (Los autores, 2021).

2.1.3.2.  Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas para Listeria spp, el perfil de identificacion se describe en la
(Tabla 2). Se tomaron alrededor de 3-6 colonias de la placay se procedié sembrar en distintos tipos
de medio de cultivo selectivos que fueron: agar Kligler el cual permite la capacidad de la bacteria
para utilizar los hidratos de carbono (Glucosa, lactosa) como fuente de energia; Lia se busca la
capacidad de la bacteria paradescarboxilar la lisina; Citrato que sirve para conocer Si
el microrganismo utiliza el citrato como Unica fuente de carbono; Urea ; caldo MRVP en este se
busca la reaccion con el rojo de metilo el cual permite identificar a través de la coloracion rojiza el
pH y la capacidad de fermentacién del microorganismo, a su vez también se afiade el
reactivo Vorgues Parker que indica si el microorganismo  fermenta la  glucosa
por via butanodiolica en caso de listeria spp ambas pruebas son negativas; medio sim en el cual
se observa la motilidad de la bacteria, Manitol es una prueba que determina si el microorganismo

en estudio puede fermentar este azucar (A. Fernandez, Garcia, Saéz, & Valdezate, 2010).
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Tabla 2.

Perfil bioquimico de Listeria spp.

Método Reaccién de Listeria spp

Condiciones de Aerobio y anaerobio facultativo

crecimiento

Kligler A/A

Lia Negativo

Citrato Negativo

Voges —Proskauer | Positiva

Rojo de metilo Positiva

Urea Negativa

Movilidad Movilidad a propulsion o en paraguas en agar de
movilidad: 20-28 °C positiva; a 37 °C negativa.

Catalasa Positiva

Indol Negativa

Fuente: (OIE (Organizacion Mundial de la Sanidad Animal), 2018). Modificado por: (Los autores, 2021).

Una vez realizadas las pruebas bioquimicas y morfoldgicas de las cepas, se procedio a realizar la
reaccion de Christie, Atkins, Munch-Petersen (CAMP) en agar sangre de cordero al 5 %, esta
prueba consiste basicamente en sembrar un inéculo de Staphylococcus aureus de forma paralela,
posteriormente se siembra de manera perpendicular las cepas de estudio, en este caso se colocara
indculos de Listeria spp a una distancia de 5 mm, con el fin de observar un efecto sinérgico de la
B-hemolisina  de Staphylococcus aureus sobre eritrocitos bovinos 1o que genera un
fendmeno litico en la interseccion de los dos microorganismos (A. Fernandez, Garcia, Saéz, &
Valdezate, 2010). Esta es una prueba que ayuda a la identificacion de especies de Listeria spp, ya
que al ser una bacteria que tiende a presentar hemolisis se pueden diferenciar sus especies
dependiendo de los patrones de hemolisis que se forman entre ambas bacterias. A continuacion, en
la (Figura 4) se muestran los patrones de algunas especies de Listeria spp a partir de la prueba de

CAMP.
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Prueba de CAMP

Banda angosta de

hemolisis B L. monocytogenes
Sin hemolisis L. innocua
Banda ancha de L. ivanovii

hemolisis B

Figura 4. Prueba de CAMP (Christie-Atkins—Munch—Peterson) en Listeria spp.

Fuente: (Mena, 2010).

2.1.4. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las pruebas de susceptibilidad fueron realizadas por el método de difusion en disco, para el cual
se partié de una suspensién bacteriana de Listeria spp, 0.5 McFarland en solucion salina al 5 %.
Con la ayuda de un hiposo estéril se sembro6 la suspension en agar Mueller-Hinton + 0.5 % de
sangre de cordero. Se colocaron los antibiéticos sugeridos por EUCAST para el perfil de Listeria
spp, los discos de antibioticos utilizados fueron: penicilina, ampicilina, eritromicina, meropenem
y trimetoprima-sulfametoxazol, se incub0 las cajas a 37 °C por 24 horas. Una vez que finalizé el
tiempo de incubacién se observé las cajas para comparar los halos con los puntos de corte descritos
por el EUCAST, (2019), y asi determinar los patrones de resistencia y sensibilidad de las cepas

bacterianas (Tabla 3).
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Tabla 3.

Puntos de corte de antibidticos para Listeria monocytogenes.

Antibidtico | Contenido del disco |Diametro de la zona puntos de corte (mm
(ug)
13 13

Penicilina 1 unidad
Ampicilina 2 16 16
Eritromicina 15 25 25
Meropenem 10 26 26
Trimetoprima- 1.25-23.75 29 29

sulfametoxazol

Nota: “mm:” milimetros; “S”: sensible; “R”: resistente; “ug”: microgramos (EUCAST, 2019).(Modificado por: Los
autores, 2021).

2.1.5. Clasificacion de cepas bacterianas
Se clasificaron las cepas bacterianas de Listeria spp en grupos que dependieron de la especie y de

su perfil de resistencia y sensibilidad a los antibidticos.

2.1.6. Cultivo en fase exponencial
Se realiz6 un cultivo en fase exponencial de las bacterias, para esto se partio de colonias puras que
no presenten ningun tipo de contaminacion, obtenidas previamente en agar sangre de cordero al 5
%. Se tomé alrededor de 5 colonias que se inocularon en 2 mL medio liquido LEM, se realiz6 un
vértex por unos 2 minutos y se incub6 a 37 °C por 120 minutos o hasta obtener una medicion de
densidad dptica igual a 0.6 de absorbancia a 600 nm, la cual se verificaria en el espectrofotémetro
(Eppendorf ® BioPhotometer plus). Este cultivo en fase exponencial fue utilizado posteriormente

para el enriquecimiento de las muestras de agua vy la titulacion del bacteriéfago.
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2.2.  Aislamiento de bacteriéfagos.

2.2.1. Colecta de muestras de agua del rio Machangara

Las muestras fueron colectadas en el rio Machangara en el sector de “La Recoleta”, (Latitud: -
0.23360366, Longitud: -78.51457715 30" Sur, 70° 37’ 60" Oeste), se tomo en este sector ya que
no existe cerca una planta de tratamiento de agua, lo que garantiza una mayor concentracion de
carga bacterianay por ende la presencia de bacteriofagos en las muestras. En el (Anexo 3) y (Anexo

4), se especifica la ubicacién donde se recolect6 el agua de rio.

La recoleccion se realizd en recipientes de 1 litro, previamente esterilizados con alcohol al 90 %,
la toma de muestras se realiz6 a un metro de profundidad para evitar tomar agua que esté alterada
por los efectos de la luz, asi como también, procurando recolectar de un lugar donde la corriente
del rio sea menor, esto garantiza que exista mayor concentracién de los bacteri6fagos. Se

mantuvieron las muestras en un congelador de -20 °C hasta su préximo uso.

2.2.2. Procesamiento de las muestras de agua

Las muestras de agua de rio fueron procesadas en el laboratorio del Centro de Referencia Nacional
de Resistencia a los Antimicrobianos del Instituto Nacional Investigacion en Salud Publica
(INSPI). Se descongelaron las muestras de agua gradualmente, primero en una refrigeradora a -4
°C y posteriormente a temperatura ambiente esto con el fin de evitar un cambio drastico de
temperatura que pudiera afectar a los bacteriéfagos. Finalmente se dejaron sedimentar las muestras
por 24 horas para asi quitar cualquier resto sélido presente en la muestra y se filtré el agua por una

membrana de nitrocelulosa de 0.2 pm.
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2.2.3. Enriquecimiento y curva de densidad dptica

Para el enriquecimiento, en tubos Falcon de 50 mL se colocaron 18 mL del agua procesada, 2 mL
de medio TB y 2 mL de cultivo en fase exponencial de Listeria spp, se incub6 a 37 °C por 30
minutos. Seguidamente, se procedidé a medir la densidad Optica para garantizar la presencia de

fagos en las muestras en un espectrofotometro (Eppendorf ® BioPhotometrer plus).

Se incluy6 un grupo control que constituyo de 18 mL de agua destilada, 2 mL de medio TBy 2 mL
de cultivo en fase exponencial y como blanco se utilizaria un tubo con 2 mL de TB y 20 mL de
agua destilada. Todas las mediciones se realizaron a una densidad optica de 600 nm, se tomo una
primera medicion y la segunda después de 60 minutos y posteriormente en intervalos de 15 minutos
durante cuatro horas. La muestra que presentd una disminucion en algin punto de la curva se

priorizd ya que esta podria tener bacteriéfagos que inhiben el crecimiento de la bacteria.

Las muestras enriquecidas se dejaron incubar 24 horas a 37 °C, posteriormente se centrifugaron a

5000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se traspasé a un nuevo tubo Falcon.

2.3.  Titulacién de los bacteriéfagos

Se prepararon diluciones seriadas de las muestras enriquecidas, para esto se colocaron 5 tubos
estériles en una gradilla, al primer tubo se adicion6 9 mL de medio TB y 1 mL de la muestra de
agua enriquecida, para asi obtener la dilucion x107, se agitd y posteriormente de esta dilucion se
tomd 1mL y se colocd en el segundo tubo con 9 mL de medio TB logrando la dilucion x102 se

siguio este procedimiento hasta obtener la dilucion x107°.
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Se realizé el cultivo en doble capa para obtener los bacteridfagos para esto se procedié a derretir el
top agar (LEM, 0.9 %) a una temperatura de 50 °C a 60 °C en una plancha de calentamiento,
también, se colocaron las placas con bottom agar (LEM 1.7%) en la incubadora a 37 °C para que
estas se calienten y asi no colocar el top agar con las diluciones en placas frias, a continuacién, en
tubos estériles se coloc6 1mL de cada dilucion respectivamente y 2 mL de cultivo en fase
exponencial en cada tubo para lo cual se escogieron 4 de los 11 grupos de bacterias identificadas
los cuales comprenden las tres especies de Listeria spp, asi como todos los patrones de resistencia
y sensibilidad a los antibidticos con el fin de diferenciar los tipos de bacteriéfagos obtenidos. Los
grupos utilizados fueron: Grupo 11 (cepa 3 que representa a la especie Listeria welshimeri
resistente a multiples antibidticos); Grupo 9 (cepa 4 que representa a la especie Listeria innocua
resistente a un antibiético); Grupo 7 (cepa 39 que representa a la especie Listeria monocytogenes
resistente a todos los antibidticos); Grupo 3 (cepa 50 que representa a la especie Listeria
monocytogenes sensible a todos los antibidticos). Estas mezclas se incubaron a 37 °C por 30
minutos para garantizar la confrontacion de los fagos con la bacteria. Pasado este tiempo se colocé
10 mL de top agar (LEM 0,9 %) en cada tubo, se homogeniz6 las mezclas en un vortex durante 2
minutos y se vertié cada una de las mezclas en placas con bottom agar (LEM 1.7 %) se dejo reposar

durante 10 minutos para que el top agar se solidificara y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se evaluaron las placas en busqueda de calvas de lisis
conocidas como unidades formadoras de placa (UFP), en cada una de las diluciones probadas. Cada
calva fue extraida del top y bottom agar, con una punta estéril de micropipeta cortandola
aproximadamente al diametro de la calva y se colocaron en tubos eppendorf que contenia 1 mL del
buffer SM junto con 5 uL de cloroformo para su conservacion obteniendo la suspension de

bacteri6fagos en medio SM, que fue almacenado a 4 °C.
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2.4.  Evaluacion de la capacidad litica de los bacteriofagos

Para evaluar la capacidad que tienen los bacteriéfagos de inhibir el crecimiento bacteriano
se realizaron los siguientes ensayos: prueba de la gota y rango de hospedero, en ambos ensayos
se busca la presencia de halos de inhibicion. Para interpretar los resultados obtenidos en ambos
ensayos se tomé como criterio de clasificacion el aclaramiento de la zona formada por las gotas de

las suspensiones de los bacteriéfagos sobre un césped bacteriano que se muestra en la (Tabla 4).

Tabla 4.

Caracteristicas para interpretar los halos de lisis formados en el ensayo de la gota y rango de
hospedero.

Caracteristicas Clasificacion Modo de accién de la bacteria

en presencia del fago

de los halos de inhibicion

Totalmente Translucido | ++++ Muy Sensible
Translucido +++ Sensible
Poco Translucido ++ Sensible
Opaco + Poco Sensible
Sin halo - Resistente

Elaborado por: (Los autores, 2021).

2.4.1. Prueba de la gota

Se colocaron placas con bottom agar (LEM 1.7 %) en la incubadora para que se calienten,
posteriormente en un tubo de ensayo estéril se colocd 1 ml de cultivo en fase exponencial de la
bacteria junto con 10 mL de top agar (LEM 0.9%), se vertio la mezcla en el bottom agar (LEM 1.7
%), se dejo secar por unos minutos y con una micropipeta se colocéd 20 pL de cada fago ubicados
a lo largo de la placa. Las placas se dejaron secar alrededor de la zona estéril del mechero y se
incubd a 37 °C durante 24 horas. Pasado el tiempo se evaluaron las placas para observar halos de

lisis formados por los bacteriofagos.
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2.4.2. Rango del hospedero

Se probd la capacidad litica que tienen los bacteriéfagos aislados, para inhibir el crecimiento de
otras bacterias Gram negativas. Para esto se preparo6 un cultivo en fase exponencial de las siguientes
bacterias ATCC: Escherichia coli (25922) y Klebsiella pneumoniae (1705), estos cultivos
exponenciales fueron utilizados para enfrentar los bacteriéfagos aislados con dichas bacterias, esto
para asegurar la replicacion de los fagos dentro de las bacterias, para lo cual se coloc6 1 mL del
cultivo en fase exponencial y 200 pL de los fagos aislados, se dejo incubar esta mezcla a 37 °C por
24 h, pasado este tiempo se coloco 1 ml de medio liquido LEM y 200 uL de los bacteriéfagos, y se
incubo nuevamente a 37 °C por 24 h. Finalizado el tiempo de incubacion se centrifugo a 5000 rpm

por 10 minutos, el sobrenadante se traspaso a un tubo Eppendorf esteéril.

Posteriormente se colocaron cajas con bottom agar a la incubadora a 37 °C, a continuacion se tomé
1 ml de esta mezcla y se agregd 10 mL de top agar (LEM 0.9%), esta mezcla se verti6 sobre las
cajas con bottom agar (LEM 1.7 %) y se dejo solidificar por 10 minutos alrededor del mechero,
pasado este tiempo se coloco 20 pL de los lisados fagicos, se dejo secar las gotas por 10 minutos y
se incubo a 37 °C por 24 h. Al dia siguiente se observaron las cajas para identificar la presencia o

ausencia de halos de inhibicidn.

2.5.  Concentracioén de los bacteriéfagos

Es importante aumentar la concentracion de los bacteriéfagos para esto se tomé 2 mL de cultivo
en fase exponencial de la bacteria mas susceptible a los antibidticos que se probaron anteriormente,
junto con 200 pL de la suspension de bacteriofagos en medio SM, esto se dejo incubar a 37 °C
durante 24 horas, pasado este tiempo se volvio a colocar 200 uL de la suspension de fagos con 1
mL de medio liquido LEM, se incub6 nuevamente a 37 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo
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se centrifug6é a 500 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se pasé a otro tubo y se volvio a
centrifugar a 5000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se paso a otro tubo al cual se le adiciono
10 pL de cloroformo y se almacen6 a 4 °C, esto con el fin de obtener lisados fagicos. Para

determinar la concentracion de los lisados fagicos obtenidos se utilizo la siguiente formula:

UFP
—— = Numero de placas de lisis contadas X ————
mL Dilucién

Se debe contar las placas de lisis que se observaron y se multiplicara por la inversa de la dilucion
a la que pertenece, finalmente el resultado se expresa en Unidades Formadoras de Placa (UFP) por

mililitro.

2.6.  Titulacién de los lisados fagicos

Se realizd la titulacion de los lisados fagicos, para esto se realiz6 diluciones seriadas tomando 100
uL de los lisados fagicos que se colocaron en 900 pL de medio TB obteniendo la dilucion 10 * se
siguid este procedimiento hasta llegar a la dilucion 102, posteriormente se coloco en cada dilucion
300 pL de cultivo en fase exponencial de la bacteria mas susceptible y finalmente se adiciond a la
mezcla 3 ml de top agar. Estas mezclas se sembraron mediante el método de doble capay se incubd
a 37 °C por 24 horas, pasado este tiempo se verificd la presencia de calvas lo cual indica la

presencia de bacteri6fagos en los lisados fagicos utilizados.
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2.7.  Evaluacion de la capacidad litica de los lisados fagicos

2.7.1. Cinética de infeccion

Se elaboro la cinética de infeccidn de los fagos aislados, para esto se tomé 200 uL de los lisados
fagicos y se agrego 2 mL de cultivo bacteriano en fase exponencial, se dejé incubar a 37 °C durante
30 minutos y se midié la densidad optica a 600 nm en intervalos de 15 minutos durante 6 horas. Se

usé grupos controles con 2 mL de bacteria y un blanco con 2 mL de medio LEM.

2.8.  Conservacion y almacenamiento de los bacteriéfagos y de los lisados fagicos

Los bacteriofagos y los lisados fagicos se almacenaron a 4 °C y se realizo la prueba de resistencia
al cloroformo con el fin de determinar la cantidad necesaria para evitar cualquier otro tipo de

contaminacion bacteriana que no afecte a los fagos.

2.8.1. Resistencia al cloroformo.

Para comprobar la resistencia que tienen los bacteriéfagos de Listeria spp. al cloroformo se colocé
diferentes concentraciones de cloroformo en los fagos almacenados en medio SM y los lisados
fagicos, para ello se tom6 1mL de los fagos y se coloc6 en un tubo Eppendorf con 15 pL de
cloroformo, al segundo tubo se le afiadié 10 uL de cloroformo y al Gltimo tubo se le colocd 5 pL
de cloroformo. Ademas, se realiz6 una mezcla sin cloroformo utilizada como blanco.
Posteriormente, se tomé 200 uL de las mezclas y se colocd sobre cajas Petri con bottom y top agar
y un césped bacteriano de Listeria spp, se dejé reposar por 1 hora y se incubo6 por 24 horas a 37

°C.
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2.8.2. Almacenamiento

Se almacend los bacteriofagos en buffer SMy los lisados fagicos en medio LEM a una

temperatura de 4 °C.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Cepas bacterianas

Una vez finalizada la busqueda de las cepas de Listeria spp. en la base de datos del CRN-RAM
cumpliendo con los criterios establecidos. Se obtuvo una lista de 50 cepas (Anexo 5), sin embargo,
de las 50 cepas seleccionadas 49 de estas se lograron reactivara partir de métodos de
descongelamiento y posterior resiembra en agar sangre. Luego de realizar las respectivas
pruebas bioquimicas (Anexo 6), se obtuvo un total de 3 cepas de Listeria welshimeri, 1 cepa
de Listeria innocua y 45 cepas de Listeria monocytogenes. Para determinar la resistencia de las
cepas a los diversos antibioticos se siguid los parametros establecidos en el manual del EUCAST
ya que en el manual CLSI no se encuentran puntos de corte para esta bacteria (EUCAST, 2020),
en el (Anexo 7) se evidencia el perfil antibidtico de cada una de las bacterias.

Con el proposito de aislar y realizar las respectivas pruebas para determinar la actividad litica de
los bacteriofagos se clasificd a estas cepas de Listeria spp en 11 grupos los cuales fueron: grupo 1
representa a la especie de Listeria monocytogenes resistente a penicilina, eritromicina, meropenem
y trimetoprima/sulfametoxazol dentro de este grupo se obtuvo un total de 5 cepas. El grupo 2
representa a la especie Listeria monocytogenes resistente solo a penicilina dentro de este grupo
se obtuvo un total de 3 cepas. El grupo 3 representa a la especie Listeria monocytogenes sensible
a todos los antibioticos probados para este estudio, donde se obtuvo un total de 6 cepas. El grupo
4 representa a la especie Listeria monocytogenes resistente a penicilina y meropenem con un total
de 2 cepas dentro de este grupo. ElI grupo 5 de igual manera es la
especie Listeria monocytogenes resistente  a penicilina y  trimetoprima/sulfametoxazol con
un total de 7 cepas. El grupo 6 representa a la especie Listeria monocytogenes resistente

a trimetoprima/sulfametoxazol con un total de 20 cepas siendo este el grupo con mayor cantidad
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de cepas. El grupo 7 representa a la especie Listeria monocytogenes resistente a todos
los antibidticos probados en este estudio con una cepa. ElI grupo 8representa a la especie
Listeria monocytogenes resistente a eritromicina'y meropenem con una cepa. El grupo 9 representa
a Listeria innocua resistente a trimetoprima/sulfametoxazol con una cepa. EI grupo 10 y 11
representan a la especie Listeria welshimeri, el grupo 10 resistente a trimetoprima/sulfametoxazol
y el grupo 11 resistente a penicilina, eritromicina, meropenem y trimetoprima/sulfametoxazol.

Se escogid una cepa por cada grupo. A continuacion, en la (Tabla 5), se muestran los grupos y las
cepas escogidas por cada grupo.

Tabla 5.

Principales grupos de cepas bacterianas.

Perfil de resistencia #de Cepa
Especie a los cepas  seleccionada por

antimicrobianos

Grupo 1 L.monocytogenes P, ERI, MEM, SXT 5 28
Grupo 2 | L.monocytogenes P 4 38
Grupo 3 L.monocytogenes 6 23,50
Grupo4 | L.monocytogenes P, MEM 2 48
Grupo 5 L.monocytogenes P, SXT 6 35
Grupo 6 | L.monocytogenes SXT 20 8
Grupo 7 | L.monocytogenes P, ERI, MEM, SXT, 1 39
AMP

Grupo 8 | L.monocytogenes ERI, MEM 1 40
Grupo9 | L.innocua SXT 1 4
Grupo 10 | L.welshimeri SXT 2 2
Grupo 11 | L.welshimeri P, ERI, MEM, SXT 1

———

Nota: P: penicilina; ERI: eritromicina; MEM: meropenem; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol; AMP: ampicilina.
Elaborado por: (Los autores, 2021).

39



3.2.  Aislamiento de bacteriofagos de las muestras de agua enriquecidas.

El enriquecimiento del agua de rio con dos grupos de Listeria spp, Grupo 7 (cepas resistentes a
todos los antibioticos) y Grupo 3 (Cepas sensibles a todos los antibidticos) tuvieron como resultado
lo siguiente: en el caso del Grupo 3 se escogio la cepa 23 donde se observé un descenso en el patron
de crecimiento a los 165 minutos teniendo una absorbancia de 0.24, por otra parte también, se
observa que la curva de la cepa 23 enriquecida con agua destilada tiene un crecimiento generando
una absorbancia de 0.27. Se observo un patron muy parecido en el caso del Grupo 7 con la cepa
39, a los 180 minutos la muestra que fue enriquecida con agua del rio Machangara tuvo un descenso
generando una absorbancia de 0.20, mientras que la muestra enriquecida con agua destilada tuvo
un crecimiento con una absorbancia de 0.27. Por lo que se determind la presencia de fagos en las
muestras de agua de rio, ya que como lo menciona (Egas, 2016), en su investigacion, el potencial
de infectividad de los fagos presentes en el agua se evidencia al comparar las curvas de crecimiento
microbiano de las muestras con los controles, donde se observo que las curvas enriquecidas con
agua de rio tuvieron descenso en por lo menos un punto de la curva, lo cual quiere decir que existen

fagos que evitan el crecimiento exponencial de las bacterias.

Los bacteriéfagos se aislaron de muestras de agua del rio Machangara de la ciudad de Quito, el
cual se caracteriza por tener niveles elevados de contaminacion y poca posibilidad de tratamiento
de sus aguas (Reinoso, 2015), los niveles de pH en el rio ronda valores de 7 a 8 es decir, cercano a
la neutralidad, la presencia de coliformes totales y bacterias por cada 100 mL de agua es de 337777
NMP/100 mL (Campafia, Gualoto, & Chiluisa, 2017), estas caracteristicas resultaron de gran
importancia para el aislamiento de bacteriofagos. En aguas residuales se encuentra una gran
cantidad de microorganismos que provienen de excremento de humanos y desechos de industrias

alimenticias (C. Lopez, Buitron, Garcia, & Cervantes, 2017), lo que garantiza la presencia de
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bacteriéfagos en este tipo de aguas, ya que la existencia de fagos esté relacionada con la presencia
de sus bacterias hospederas. Estos fagos son capaces de adaptarse y usar estas células como
hospedero para su replicacion (Alegre, 2019). La concentracion de Listeria spp en aguas residuales
es de aproximadamente 10* microorganismos por 100 mL (C. Lépez et al., 2017). Por lo que los
bacteriéfagos tendrian la capacidad de infectar a un gran nimero de cepas de este género. Estudios
similares mencionan el aislamiento de bacteri6fagos para bacterias como: Acinetobacter
baumannii y Escherichia coli, a partir de muestras del rio Machangara (Egas, 2016; D. Lopez,
2015; S. Torres, 2017), esto garantizd que existe la presencia de bacteriéfagos que tienen la
capacidad de desarrollarse en distintos hospederos. Por lo que este rio tuvo las condiciones para

encontrar bacteriéfagos que tengan actividad litica contra cepas de Listeria spp.

A continuacion, se pueden observar las graficas (Figura 5y Figura 6) obtenidas.
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Cinética de Infeccion Bacteriofagos

Crecimiento de la cepa 23 (Grupo 3) con agua del rio machangara
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Figura 5. Curva de densidad éptica de la cepa #23 (que representa al grupo 3 una cepa sensible a todos los
antibioticos testeados), enriquecida con agua del rio Machangara

Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Cinética de Infeccion Bacteridfagos

Crecimiento de cepa 39 (Grupo 7) con agua de rio machangara
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Figura 6. Curva de densidad éptica de la cepa #39 (que representa a una cepa resistente a todos los antibiéticos
testeados), enriquecida con agua de rio Machangara.

Elaborado por: (Los autores, 2021).

3.3.  Titulacion de fagos

Por medio del ensayo de cultivo en doble capa se obtuvo calvas de lisis formadas por los
bacteriéfagos sobre el césped bacteriano de 4 grupos de cepas de Listeria spp. Los grupos
seleccionados para esta prueba fueron Grupo 3, 7, 9 y 11 ya que representan todas las opciones de
resistencia y sensibilidad a los antibioticos, asi como también a las tres especies de Listeria spp
utilizados en el presente estudio. La presencia de calvas de lisis fue positivaen cuatro
diluciones independientemente del grupo de bacterias utilizadas en esta prueba. Se obtuvo
presencia de calvas de lisis en la dilucion 102y 10, en el Grupo 11, también se evidenci6 calvas

de lisis en la dilucion 10, en los Grupos 9 y 3. En el Grupo 7 por otra parte no se evidencio calvas
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en ninguna de las diluciones realizadas. Es importante aclarar que después de varios ensayos
realizados la preparacion de las diluciones de las muestras enriquecidas solo se realizaron hasta la
dilucion x 107 en comparacion a diversos ensayos que realizan una mayor cantidad de diluciones
(Flores, 2017), esto se debe a que no se observo calvas en las siguientes diluciones por lo que no
se consider6 tomarlas en cuenta. También, en este ensayo se observd mejores resultados
modificando la concentracién de agar para la preparacion del medio LEM usando una
concentracion de 0.9 % para el top agar y una concentracion de agar de 1.9 % para el bottom agar

en comparacion con otras publicaciones (Egas, 2016).

El ensayo en doble capa también sirvidé para determinar la concentracion aproximada de los
bacteriéfagos en cada dilucion. Para esto se procedi6 a contabilizar las UFP, estas representan el
namero de particulas infecciosas de una muestra viral en forma de placas de lisis sobre un capa de
células (Burleson, Chambers, & Wiedbrauk, 1992), segun bibliografia, este es un método sencillo

y fiable para la valoracion cuantitativa de infectividad de suspensiones virales.

El Grupo 11 con la dilucién 102 tuvo un total de 2 UFP y una concentracion de 2x10° UFP/mL
considerandose como el bacteriéfago 1, de igual manera en este grupo se obtuvo calvas en la
dilucién 10° contabilizando un total de 5 UFP y una concentracion de 5x10° UFP/mL
considerandose como el fago 2. En el caso del Grupo 9 se contabiliz6 en la dilucion 107 un total
de 140 UFP y una concentracion de 1.4x 10’ UFP/mL considerandose a este como el bacteriéfago
4. Finalmente, en el Grupo 3 se contabilizé un total de 96 UFP con una concentracion de 9.6 x103
UFP/mL considerandose esta como el bacteriofago 10. Segln bibliografia la concentracion de
fagos aislados de aguas residuales puede ir de 108 UFP/mL y 10'° UFP/mL (Alegre, 2019), es por
esta razon que se decidié aumentar la concentracion de bacteri6fagos. Si se quisiera utilizar estos

fagos en un enfoque clinico la concentracion de estos varia entre 10° y 10** UFP, por lo tanto, los
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resultados obtenidos resultarian favorables (E Garcia & Lopez, 2002). Cabe recalcar que fueron
cuatro las diluciones que presentaron calvas en la prueba de doble capa por lo que se consideré a
cada una de las diluciones como una bacteriéfago, obteniendo un total de cuatro bacteriéfagos para

Listeria spp. A continuacion, en la (Tabla 6) se muestran los resultados obtenidos en este ensayo.

Tabla 6.

Unidades formadoras de placa obtenidas.

10 2 2x10°
10° 5 5x10°
10° 140 1.4x 10’
10° 96 9.6 x10°

Nota: “UFP”: unidades formadoras de placa. Elaborado por: (Los autores, 2021).

Las placas Petri con las calvas de lisis se pueden observar en la (Figura 7, Figura 8, Figura 9 y

Figura 10).

Calvas de Lisis

Figura 7. Calvas de lisis formadas en la dilucion 107 con la Listeria 3. A) vista frontal de la caja Petri. B) vista
posterior de la caja Petri.

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Calvas de Lisis

Calvas
de lisis

Figura 8. Calvas de lisis formadas en la dilucién 10 con la Listeria 3. C) vista frontal de la caja Petri D) vista
posterior de la caja Petri.

Tomada por: (Los autores, 2021).

Calvas de Lisis

Figura 9. Calvas de lisis formadas en la dilucién 10-° con la Listeria 4. E) vista frontal de la caja Petri F) vista
posterior de la caja Petri.

Tomada por: (Los autores, 2021)
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Calvas de Lisis

Figura 10. Calvas de lisis formadas en la dilucién 105 con la Listeria 50. G) vista frontal de la caja Petri H) vista
posterior de la caja Petri.

Tomada por: (Los autores, 2021).

3.4. Evaluacion de la capacidad litica de los fagos

3.4.1. Pruebade lagota

Tres de los cuatro bacteriofagos aislados tuvieron una gran actividad litica (F2, F4, F10), la cual se
evidencio con la presencia de halos de inhibicion sobre el césped bacteriano de 10 de los 11 grupos
de Listeria spp. Sin embargo, en el fago 1 (F1) no se evidencid ninguna actividad litica, por lo que
no se tomo en cuenta para posteriores analisis. Los halos de inhibicion mediante la prueba de la
gota fueron clasificados segun la intensidad del aclaramiento de la zona donde se coloco la
suspension de fagos. Los resultados de los halos de inhibicién se evidencian desde el (Anexo 9).
En el presente estudio, los fagos aislados presentaron un amplio espectro de actividad litica, ya
que, al comparar los halos de inhibicion obtenidos, segun bibliografia estos representan a dos tipos
de infecciones causadas por fagos. La mayoria de los halos obtenidos son halos translucidos lo que

significa que las bacterias son sensibles a los fagos, posesionando a estos en la categoria de
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infeccion lisogénica la cual implica la replicacion del fago, pero no la produccion o liberacion de
viriones conservando la viabilidad bacteriana. Por otra parte también se observan halos totalmente
translucidos que implica una infeccion de tipo litica lo que significa que esta infeccion termina
después de la produccion del virion generando lisis inducida por el fago del huésped bacteriano
(Abedon, 2008), creando asi placas de lisis . A continuacion, en la siguiente (Tabla 7) se observa

los resultados de la prueba de la gota en los 11 grupos de Listeria spp.

Tabla 7.

Resultados de la prueba de la gota de los lisados fagicos.

Grupo # Especie Caracteristicas

Cepa

1 28 | Listeria Resistente: P, ERI, - + ++ +
monocytogenes SXT, MEM

2 38 | Listeria Resistente: P - ++ ++ ++
monocytogenes

3 23  Listeria Sensible a todos los - ++ +++ ++
monocytogenes antibidticos
probados
4 48  Listeria Resistente: P, MEM - +++ |+ 4+
monocytogenes
5 35 | Listeria Resistente: P, SXT - +++ |+ 4+
monocytogenes
Listeria Resistente: SXT
8 | monocytogenes - L = = e
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7 39 | Listeria Resistente: P, ERI, - ++ +++ ++
monocytogenes AMP, MEM, SXT
Listeria Resistente: ERI,
40 monocytogenes MEM - ++ o ++
Listeria innocua Resistente: SXT
4 - ++ + +
2 Listeria welshimeri | Resistente: SXT - - - -
11 3 Listeria welshimeri | Resistente: P, ERI, - ++ ++ +
MEM, SXT

Nota: “++++”: halo totalmente translucido (muy sensible); “+++”: halo translucido (sensible); “++”: halo poco
translucido (sensible); “+”: halo opaco (poco sensible); “-”: sin halo (resistente). Elaborado por: (Los autores, 2021).

3.4.2. Rango de hospedero

Se evalud el rango de hospedero para los bacteriéfagos (F2, F4 y F10) a partir de la prueba de la
gota, los resultados obtenidos se basaron en la zona de lisis que forman las gotas de las suspensiones
de fagos y su aclaramiento sobre el césped bacteriano de: Escherichia coli (25922) y Klebsiella
pneumoniae (1705). A pesar de que en otras publicaciones han descrito que Listeria spp, presenta
un rango de hospedadores limitado, debido a su homoinmunidad al portar profagos o restos de
profagos (Klumpp & Loessner, 2013), en este estudio se logrd evidenciar que las cepas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son sensibles a los tres bacteriofagos aislados. Ademas,
existen estudios donde bacterias como Salmonella typhimurium y Vibrio cholerae también han
mostrado sensibilidad en menor grado a bacteridfagos aislados de Listeria monocytogenes, por lo
que se recomendaria probar los bacteriofagos (F2, F4 y F10), con estas bacterias para determinar
si también pueden inhibir su crecimiento. En el (Anexo 19 y 20), se muestran imagenes de los halos
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de inhibicion obtenidos en las bacterias: Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Los resultados
obtenidos segun la zona de aclaramiento formada por la suspension de fagos se muestran en la

siguiente Tabla 8.

Tabla 8.
Resultados del rango de hospedero.

Bacteria

Escherichia coli  Klebsiella pneumoniae

F2 ++ ++
F4 ++ ++
F10 ++ ++

Nota: “++++7: totalmente translucido (muy sensibles); “+++”: translucido (sensibles); “++”: poco translucido
(sensibles); “+”: opaco (poco sensible); “-“: sin halo (resistente). Elaborado por: (Los autores, 2021).

3.5.  Concentracion de los bacteriéfagos

La concentracion se logro gracias a la confrontacion de los bacteriofagos aislados anteriormente
de las muestras de agua del rio Machangara con un cultivo en fase exponencial de la cepa 23
perteneciente al Grupo 3 (cepa sensible a todos los antibidticos), esto logré que se obtuviera una
mayor cantidad de UFP, y por ende una mayor concentracion. Posteriormente se centrifugd para
eliminar los restos bacterianos y asi se obtuvo tres lisados fagicos provenientes de los bacteriéfagos

aislados.

3.6.  Titulacién de los lisados fagicos

La titulacion de los lisados fagicos aumento las UFP y también se comprobo una mayor
concentracion de bacteriofagos. En este caso solo se interpreto los resultados de las diluciones 10 -

2y 10 3, porque las cajas con las diluciones 10 *, presentaron valores incontables.
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En la Tabla 9 se muestra las calvas de lisis (UFP) y la concentracion en UFP/mL, obtenidas al
concentrar los bacteriofagos aislados. En el lisado fagico del bacteriéfago 2 aumento la cantidad
de calvas en la dilucién 102a 1200 UFP, con una concentracion final de 1.2x10° (UFP/mL), en la
dilucion 103se contabilizo 450 UFP con una concentracion de 4.5x10° (UFP/mL), en el
lisado fagico 4 en la dilucion 102se contabilizo 2000 UFP con una concentracion de 2 x10°
(UFP/mL), y en la dilucién 107 se contd 720 UFP con una concentracion de 7.2x10° (UFP/mL),
en cuanto al lisado fagico 10 en la dilucién 107 se contabilizo 5000 UFP con una concentracion de

5x10° (UFP/mL), y en la dilucion 10 un total de 3000 UFP con una concentracion de 3x10°.

Tabla 9.

Unidades formadoras de placa (UFP) después de concentrar a los fagos a partir de los lisados
fagicos.

Lisado fagico 2 1200 1.2x10° 450 45x10°
Lisado fagico 4 2000 2 x10° 720 7.2 x 10°
Lisado fagico 10 5000 5x10° 3000 3 x 108

Elaborado por: (Los autores, 2021).



Las calvas de lisis (UFP) obtenidas después de la concentracion se muestran en la (Figura 12, Figura

13, Figura 14, Figura 15y Figura 16).

Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriofagos

Figura 11. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 2 con la dilucion 10-2,

Tomada por: (Los autores, 2021).

Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriéfagos

Figura 12. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 2 con la dilucién 10-2.

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriofagos

Figura 13. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 4 con la dilucién 10-2.

Tomada por: (Los autores, 2021).

Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriéfagos

Figura 14. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 4 con la dilucién 10-2.

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriéfagos

Figura 15. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 10 con la dilucion 10-2

Tomada por: (Los autores, 2021).

Calvas de Lisis obtenidas posterior a la concentracion de bacteriéfagos

Figura 16. Calvas de lisis producidas por el lisado fagico 10 con la dilucién 10-3

Tomada por: (Los autores, 2021).
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3.7.  Evaluacion de la capacidad litica de los lisados fagicos
3.7.1. Cinética de infeccion

Fueron probados los tres lisados fagicos, contra cuatro grupos de cepas de bacterias (Grupos, 3, 7,
9, 11), que representan a las tres especies diferentes de Listeria spp estudiadas, asi como también

abarcan todos los patrones de susceptibilidad antimicrobiana.

La cineética fue realizada mediante la medicion de la densidad Optica. Se observé un descenso de la
curva bacteriana en los ensayos con bacteriofagos en comparacion del grupo control lo cual

evidencia que los fagos aislados provocan la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Cinética de Infeccion Bacteriofagos

Grupo 3 (Listeria 23) en confrontacion con los lisados fagicos
obtenidos

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345

Tiempo en Minutos
—@—23C —@—L23F L23F4 —@—L23F10

Figura 17. Cinética fagica con el grupo 3 de bacterias.

Nota: “L23C”: listeria 23 usada como control; “L23F2”: listeria 23 confrontada con el lisado fagico 2; “L23F4”: listeria
23 confrontada con el lisado fagico 4; “L23F10”: listeria 23 confrontada con el lisado fagico 10. Elaborado por: (Los
autores, 2021).
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En la (Figura 17) se evidencia la actividad litica de los tres lisado fagicos obtenidos contra la
listeria 23 (Grupo 3) , el crecimiento bacteriano es detenido debido a la accién de los fagos, todas
las muestras incluyendo el control inician con una absorbancia de 2.5, sin embargo, al pasar
los primeros 15 minutos de medicién todas las muestras con bacteria y bacteriéfagos presentan un
descenso considerable en la medicion llegando en la muestra con el bacteriéfago 2 y 10 a un valor
de 1.7 de absorbancia y con el bacteriéfago 4 a 1.6 de absorbancia, comparado con el control el
cual sigue con valores de absorbancia superiora2. Se observa de igual manera que
el control comienza el descenso de la absorbanciaa los 180 minutos esto se debe a que las
bacterias comienzan su fase de muerte, en este punto se iguala alas muestras con los
lisados fagicos, sin embargo se observa que las DO de las muestras con bacteridfagos existe un
ligero ascenso de los valores en la curva, al comparar nuestros datos con bibliografia se evidencia
que una vez transcurrido el tiempo de la infeccion los bacteriéfagos generaron la lisis de la bacteria
y estos comienzan a tener su periodo de crecimiento por lo que aumenta la densidad 6ptica como
se muestra en las curvas obtenidas (V. Mufioz, Garces, & Davila, 1979). La muestra con el lisado
4y 2 son similares en su forma de actuar contra la bacteria ya que poseen valores similares de
absorbancia, mientras, que el lisado 10 es el méas efectivo porque los valores de absorbancia son
menores es decir ataca e inhibe mejor a esta bacteria. De igual manera al comparar las (Figuras 5
y la Figura 6) del enriquecimiento de agua de rio, se observa un descenso significativo por lo que
al aumentar la concentracion de los bacteriofagos también se evidencia una mejor actividad litica

de los fagos.
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Anélisis de Varianza de la cinética fagica con el Grupo 3 (Listeria 23)

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 2,80 3 0,93 25,39 <0,0001
Bacteriofago 2,80 3 0,93 25,39 <£0,0001
Error 3,23 88 0,04

Total 6,03 91

r

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,14806
Error: 00,0368 gl: 88
Bacteriofago Medias n E.E.
L23C 2,1% 23 0,04 &
L23F2 (53 23 0,04
L23F4 (233 23 0,04
L23F10 1,74 23 0,04

Medias con una letra comin no son significativamente d:

(S

m mm

Figura 18. ANOVA de los valores de densidad optica obtenidos en la cinética de infeccion de los
bacteriéfagos aislados sobre la bacteria Listeria #23.

Elaborado por: (Los autores, 2021).

El analisis de varianza de las cinética de infeccion de los bacteriéfagos (Figura 18), se obtuvo un
p-valor <0.0001 esto quiere decir que existe una diferencia significativa entre los valores de
densidad Optica de los tres tipos de bacteri6fagos con la bacteria de Listeria #23 testeada, al realizar
la prueba de comparacién Tukey se obtuvo que existe diferencia significativa de los tres
bacteriofagos con el grupo control lo cual nos indica que los bacteriéfagos si tienen la capacidad
de actuar sobre la bacteria disminuyendo su crecimiento, sin embargo, por los valores medios
podemos decir que el bacteriéfago mas eficaz es el F10 debido a que presenta el menor valor lo
gue nos indica que con este bacteriofago el valor de densidad Optica que hace referencia al

crecimiento bacteriano disminuyo mayormente que los otros dos fagos en estudio.
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Cinética de Infeccion Bacteriofagos

Grupo 7 (Listeria 39) en confrontacion con los lisados fagicos obtenidos

PRRPRPRPRPRPRPRE DO
RPN whROoONOONRFEND WAL

OD 600 nm

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345

Tiempo en Minutos
—0—L39C —e—L39F2 L39F4 —e—L39F10

Figura 19. Cinética fagica con el grupo 7 de bacterias.

Nota: “L39C”: listeria 39 usada como control; “L39F2”: listeria 39 confrontada con el lisado fagico 2; “L39F4”: listeria 39
confrontada con el lisado fagico 4; “L39F10”: listeria 39 confrontada con el lisado fagico 10.

Elaborado por: (Los autores, 2021).

En la (Figura 19) comparada con la (Figura 17), se evidencia de menor manera la actividad litica
de los bacteriéfagos ya que como se muestra en la (Figura 19) el crecimiento bacteriano siempre
tiene valores de absorbancia superiores a las muestras que poseen los bacteridfagos, a pesar de que
todas muestras inician con una absorbancia de 2 esto se debe a que los lisados fagicos evitan
el crecimiento de la listeria 39. La muestra con el lisado fagico 4 y 10 son similares en su forma
de actuar contra la bacteria ya que poseen valores similares de absorbancia, sin embargo, presenta

picos de crecimiento los cuales son considerados como puntos atipicos que se pueden deber a
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fallas en la medicion de DO en el espectrofotdémetro mas no es una evidencia de que las bacterias
aumentaron su densidad Optica, mientras que el lisado 2 es el mas efectivo porque los valores
de absorbancia son menores es decir ataca e inhibe mejor a esta

bacteria y acta constantemente mientras transcurre el tiempo.

Analisis de Varianza de la cinética fagica con el Grupo 7 (Listeria 39)

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo. 6,33 3 2,11 99,28 <0,0001
Bacteriofago 6,33 3 2,11 95,28 <0,0001
Error 1,87 88 0,02
Total §,20 91

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,11261
Error: 00,0213 gl: 88
Bacteriofago Medias n E.E.

L3o9C 2,11 23 0,03 A

L39F2 1,55 23 0,03 B
L39F4 1,50 23 0,03 B
L3SF10 1,48 23 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente d:

Figura 20. ANOVA de los valores de densidad dptica obtenidos en la cinética de infeccion de los bacteriéfagos
aislados sobre la bacteria Listeria #23.

tanto podemos decir que existe diferencia significativa entre el grupo control y los tres tipos de
bacteriéfagos, sin embargo, en la prueba de comparacion de Tukey se evidencia que efectivamente
el grupo control es diferente a las muestras con los tres bacteriofagos. Las muestras con fagos no
presentan una diferencia significativa entre ellos, pero por el analisis de los valores medios se puede
decir que el F10 es el que actia de mejor manera con esta bacteria ya que presenta el valor mas
bajo de densidad optica lo cual nos indica que disminuyo en mayor cantidad la concentracion

bacteriana.
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Cinética de Infeccidn Bacteridfagos

Grupo 9 (Listeria 4) en confrontacién con los lisados fagicos obtenidos

3,3
3,2
3,1
3
2,9
£28
927 ZING
©26
S25
2.4
2,3
2,2
2,1
2
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345

Tiempo en Minutos
—o—L4C —e—L4F2 L4F4 —e—L4F10

Figura 21. Cinética fagica con el grupo 9 de bacterias.

Nota: “L39C”: listeria 4 usada como control; “L4F2”: listeria 4 confrontada con el lisado fagico 2; “L4F4”: listeria 4
confrontada con el lisado fagico 4; “L4F10”: listeria 4 confrontada con el lisado fagico 10. Elaborado por: (Los autores,
2021).

En la (Figura 21) se encuentra la curva de crecimiento de la bacteria Listeria 4 (Listeria innocua
resistente a antibi6ticos) y se evidencia como actuan los bacteriéfagos al inhibir el crecimiento
bacteriano, todas las muestras inician con una absorbancia de 2.5, sin embargo, el grupo control
aumenta considerablemente al pasar los primeros 15 minutos. La muestra con el lisado fagico 2
aunque que se encuentra por debajo del control el actuar de este lisado no es tan significativo, los
lisados fagico 4 y 10 si demuestran una inhibicion méas notoria ya que desde el minuto 30
descienden por debajo del control. Al minuto 280 se evidencia la muerte celular en grupo control
esto debido a que la bacteria perdio todo el alimento dentro del medio de cultivo y por lo tanto
comienza a morir, mientras que en las muestras con bacteriéfagos aumenta la densidad dptica de

igual manera debido a los bacteriéfagos que ahora se encuentran en la muestra y se han replicado
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con éxito. De igual manera se evidencia que los bacteri6fagos actian de manera diferente segln
el tipo de cepa en este caso se usd una cepa de Listeria innocua, por lo que, no se observa de
manera detallada el descenso del grupo control, sin embargo, este estd por encima de las muestras

que poseen el bacteriofago.

Anélisis de Varianza de la cinética fagica con el Grupo 9 (Listeria 4)

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 1,50 3 0,50 23,95 «<0,0001
Bacteriofago 1,50 3 0,50 23,95 <0,0001
Error 1,84 88 0,02
Total 3,34 91

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,11159
Error: 00,0208 gl: 88

Bacteriofago Mediaz n E.E.

L4C 2,81 23 0,03 A
L4F2 2,76 23 0,03 A
L4F10 2,58 23 0,03 B
L4F4 2,50 23 0,03 B

Msdias con una letra comiin no son significativaments dii

Figura 22. ANOVA de los valores de densidad dptica obtenidos en la cinética de infeccion de los bacteriéfagos
aislados sobre la bacteria Listeria #23.

Elaborado por: (Los autores, 2021).

El andlisis de varianza realizado con la cepa #39 (Figura 20), se obtuvo un p-valor >0,0001 por lo
tanto podemos decir que existe diferencia significativa, sin embargo, en la prueba de comparacion
de Tukey se evidencia el grupo control tiene diferencia significativa solo con el F4 y F10, mientras
que con el F2 no tiene diferencia significativa esto quiere decir que este bacteriofago no actuo
correctamente con esta cepa de Listeria. Las muestras con los fagos F4 y F10, no presentan una

diferencia significativa entre ellos, pero por el analisis de los valores medios se puede decir que el
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F4 es el que actla de mejor manera con esta bacteria ya que presenta el valor mas bajo de densidad

Optica lo cual nos indica que disminuyo en mayor cantidad la concentracion bacteriana.

Cinética de Infeccion Bacteriofagos

Grupoll (Listeria 3) en confrontacion con los lisados fagicos obtinidos

33
3,2
31
3
2,9
£28
o 2,7
8 2,6
)
025 ~9
2,4
2,3 —_—
2,2 N
2,1
2
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300 315 330 345
Tiempo en Minutos
—0—1L3C —e—L3F2 L3F4 —e—L3F10

Figura 23. Cinética fagica con el grupo 11 de bacterias.

Nota: “L3C: listeria 4 usada como control; “L3F2”: listeria 3 confrontada con el lisado fagico 2; “L3F4”: listeria 3
confrontada con el lisado fagico 4; “L3F10”: listeria 3 confrontada con el lisado fagico 10. Elaborado por: (Los autores,
2021).

En la (Figura 23) se observa la actividad litica de los bacteriéfagos en comparacion con el grupo
control que corresponde a la bacteria 3 Listeria welshimeri resistente a los antibi6ticos, a pesar de
que de todas las muestras inician con una absorbancia de 2.5, es evidente que las muestras con los
bacteriofagos impiden el crecimiento bacterianoy por ende se observan curvan con valores
menores de absorbancia. En este caso en particular los lisados fagicos tienen un modo de

confrontarse con la bacteria muy similar.
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Analisis de Varianza de la cinética fagica con Grupoll (Listeria 3)

Analisis de la varianza

Variable N R® Rf Bj CV
DO 92 0,54 0,52 5,36

Cunadro de Analisis de la Warianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p—valor
Modelo. 1,85 3 0,82 34,22 <0,0001
Bacteriofago 1,85 3 0,62 34,22 <0,0001
Error 1,55 88 0,02
Total 3,49 91

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,10376
Errcor: 0,0181 gl: 88
Bacteriofago Medias m E.E.

L3 C 2,75 23 0,03 R

L3F10 2,46 23 0,03 B

L3F2 2,42 23 0,03 B

L3F4 2,39 23 0,03 B

Msdias con una letra comin no son sigrificativamente diferentes (p = 0,05)

Figura 24.ANOVA de los valores de densidad éptica obtenidos en la cinética de infeccién de los bacteriéfagos
aislados sobre la bacteria Listeria #3.

Elaborado por: (Los autores, 2021).

El andlisis de varianza de las cinética de infeccion de los bacteridfagos (Figura 24), se obtuvo un
p-valor <0,0001 esto quiere decir que existe una diferencia significativa entre los valores de
densidad dptica de los tres tipos de bacteridéfagos con la bacteria de Listeria testeada, al realizar la
prueba de comparacién Tukey se obtuvo que existe diferencia significativa de los tras bacteriéfagos
con el grupo control lo cual nos indica que los bacteriéfagos si tienen la capacidad de actuar sobre
la bacteria disminuyendo su crecimiento, sin embargo por los valores medios podemos decir que
el bacteriofago mas eficaz es el F4 debido a que presenta el menor valor lo que nos indica que con
este bacteriofago el valor de densidad dptica que hace referencia al crecimiento bacteriano

disminuyo mayormente que los otros dos fagos en estudio.
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3.8.  Conservacion y almacenamiento

3.8.1. Resistencia al cloroformo

Los bacteriofagos almacenados en medio SM vy los lisados fagicos fueron sensibles al cloroformo
cuando se uso cantidades de 10 y 15 uL. El cloroformo es un compuesto quimico que se utiliza
para la esterilizacion y conservacion de los bacteriofagos (Alegre, 2019). Sin embargo, la cantidad
que se va a usar de este solvente organico puede llegar a desintegrar la membrana lipidica que
presentan algunos virus y por ende llegar a eliminar los fagos aislados (D. Ldpez, 2015), aunque
algunos estudios han demostrado tener éxitos con cantidades que varian entre 50 - 500 uL de esta
sustancia (Chenard, Chan, Vincent, & Suttle, 2015), en este caso se determind que los bacteriéfagos
y los lisados fagicos lograron sobrevivir a cantidades de 5 uL una cantidad necesaria para eliminar
a las bacterias y no generar ningln dafio en los bacteri6fagos, lo cual se evidencio6 con la formacion
de halos de inhibicidn donde se colocaron los fagos demostrando su actividad litica sobre el césped
bacteriano de Listeria spp. De igual manera al comparar los resultados de las muestras sin
cloroformo con otros estudios se evidencia la contaminacion de los fagos lo que impide que estos
sean como utilizados para tratamiento de infecciones bacterianas (D. L6pez, 2015). A continuacion
(Tabla 10) se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la resistencia del cloroformo en los

bacteriéfagos almacenados en medio SM.
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Tabla 10.

Resistencia a diferentes concentraciones de cloroformo de fagos almacenados en medio SM.

Concentracion de

Fago 2 + - .
Fago 4 + - -
Fago 10 + - -

Nota: “+”: Bacteriofagos liticos activos y resistentes a la concentracion de cloroformo, “-” Bacteriéfagos liticos
muertos y no resistentes a la concentracién de cloroformo. Elaborado por: (Los autores, 2021).

En la siguiente (Tabla 11) se muestran los resultados obtenidos de la resistencia al cloroformo de
los lisados fagicos, como se evidencia estos mostraron resistir a una concentracion de 5 uL, sin
embargo, al aumentar la concentracién de este compuesto los lisados fagicos al igual de los
bacteriofagos almacenados en medio SM no lograron resistir. Por lo que la cantidad necesaria para
evitar contaminacion bacteriana y que los fagos mantengan su actividad litica es de 5uL de

cloroformo.

Tabla 11.

Resistencia a diferentes concentraciones de cloroformo de los lisados fagicos.

Concentracion de
oroformo

Lisado Fagico2 + - -
Lisado Fagico 4 + - -
Lisado Fagico 10 + - -

Nota: “+”: Bacteri6fagos liticos activos y resistentes a la concentracion de cloroformo, “-“Bacteriofagos liticos muertos
y no resistentes a la concentracion de cloroformo. Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Una vez que se comprobd la concentracién adecuada de cloroformo para el almacenamiento de los
bacteriéfagos y lisados fagicos estos se almacenaron a medio LEM a 4 °C, permaneciendo estables

por varios meses.
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Conclusiones

Se logro establecer un protocolo adecuado para el aislamiento de bacteriofagos con resultados
favorables, generando una opcion adecuada para combatir la resistencia antibiotica no solo en el

ambito clinico sino en la salud de los animales y también en el medio ambiente.

La recoleccion de muestras de agua residual del rio Machangara del sector “La Recoleta”, en la
ciudad de Quito fueron propicias para la obtencion de bacteriofagos inhibidores de Listeria spp
esto se debe a las caracteristicas de contaminacidn que el rio presenta, sin embargo, el manejo de
las muestras resulto ser importante para obtener un correcto aislamiento de los bacteriéfagos,
teniendo en cuenta que se deben considerar algunos lineamientos como sedimentar la muestra al
menos por 24 horas para eliminar residuos sélidos, asi como también filtrar para evitar

contaminacién bacteriana indeseada.

Los bacteridfagos fueron aislados adecuadamente por el método de doble capa obteniendo unidades
formadoras de placa cuando se confrontd con un césped bacteriano de Listeria spp, se obtuvo tres
bacteriéfagos que se diferencian de la especie de Listeria spp, asi como también al patron de
susceptibilidad, la actividad litica se comprobé adecuadamente gracias al ensayo de la prueba de
la gota observando halos de inhibicidn en cada uno de los 11 grupos de Listeria spp utilizados en
el estudio por lo tanto, se determina que los bacteriéfagos aislados tienen una adecuada capacidad
litica para inhibir el crecimiento de la bacteria asi como también un amplio rango de lisis en
distintas especies de Listeria spp con distintos patrones de sensibilidad y resistencia
antimicrobiana. La cinética fagica permitio corroborar la actividad litica de los bacteriofagos

aislados ya que como se mostro en los resultados las muestras que poseen los bacteriofagos en
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comparacion con los controles, se observo una disminucion en el crecimiento exponencial

bacteriano.

El cultivo en doble capa es una metodologia facil y eficaz para el aislamiento y observacion de la
forma de actuacion de los bacteriéfagos sobre las bacterias y puede ser utilizada para investigacion

y aplicacion académica.
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Recomendaciones

Concentrar los bacteriofagos aislados para generar una mayor cantidad de estos y asi poder realizar

las pruebas respectivas como la prueba de la gota y el rango del hospedero.

Es indispensable ampliar la investigacion para lo cual es necesario realizar una caracterizacion
molecular de los bacteridéfagos obtenidos, para esto seria necesario utilizar primers especificos de

OREF de bacteriofagos de Listeria secuenciados anteriormente.

Realizar una identificacion de los bacteriofagos a partir de microscopia electrénica y asi mediante

su morfologia determinar que bacteriéfagos se aislaron y a que familia pertenecen.

Secuenciar el genoma total de los bacteriéfagos aislados para determinar si son aptos para ser

usados en fagoterapia y verificar si posee o no genes de lisogenia.

Conocer la dosis y la concentracion minima inhibitoria para eliminar a las bacterias y determinar

si los bacteri6fagos aislados inhiben a otras bacterias gram positivas y gram negativas.
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AnNExos

Anexo 1. Convenio Marco de colaboracién cientifico-técnica entre Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Pablica-INSPI-Dr. Leopoldo Izquieta Pérez y La Universidad Politécnica
Salesiana.
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G Leopoion leaviele Ferar

CONVENIO MARCO DE COLABORACION CIENTIFICO-TECNICA ENTRE
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA — INSPI —
OR. LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ Y LA UNIVERSIDAD POUITECNICA
SALESIANA

Comparucen oI5 oslebyackn del presanie acuerdo. por una perte [ UNIVERSIDAD
POLITECNICA SALE SIANA ropresentada legalmenta por Jayviker Haman Gomez, an calictsd 0o
Reciar conforme 1o acredea con & copla cartificada dal nomtirassento que adiuma, v por asd
dsponer &l Estatuto Universitano o Or. Jeffrey Zifiga en calidad de Proouwndor, & quisnes 6n
adeiante == cesignard L UPS. Por ora parte, nterviena & Sra. MGS. TANIA JACCUELINE
DE FATIMA MORI LUCERO, en =u catdad de Direciora Ejecutiva (Encargada), con osdula de
cludagania No. 808052587 y represantants  legal del INSTITUTD NACIKONAL DE
INVESTIGACION EN SALUD PUSLICA — INSP! — DR. LECPOLDO ZOUIETA PEREZ, que
de aqui an acclants o dasignerd INSPI, oedorme %0 agedils con s O canfcads os i
Accion 96 Parsonal No 1461 de fecha 21 de Novemtire de 2016, que scompafis como
documenio habilganto, Guenas acoerdan calebrar esle comenie e CoBhOracitn pare
potenciar A capacidad e 55 00s INERLCIONES en 18 rvesSgadion cenfinca, e Bs
siguenies ciosulas:

CLAUSULA PRIMERA: Antocedentes.

a) El INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA ~ INSPY ~ DR.
LEQPOLDO 1ZGUIETA PEREZ w= la muliluctn epecutors de la imeestigacion, oencin,
Ecrologia & INNovaciin en & ansa de salud humsana y &l ESborsonio de nedarenca
nacional da 1a red de sahad poldica. Fue reado medams Decrado Ejecutivo N® 1290 o
Jueves 13 de seplemie de 2012, segin consiy &n &l Suplemento dal Registro Ofcigl N°
TES doeos s6 pubicd 18 creaciin del Instituto Nacianal de Investigadtn an Salud Mice
como persaona juridica o derecho pabitco, con Indepandances admiesiraiiva, econtmcs
y Tnancians, adscrta al Minstena da Salud Putfica,

b] La UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA | es una Instiiucion de sducackn supenor
o derncho privado sin fines do oo, ooads madann oy Ne 62, expendida por of
Congreso Nacional y pubiicada an el Registo Ofical No. 499 ded § de agosto da 1864,
con domicilo prncipal en & cudad de Cuenca y con competencia de funoonsmento &
nivel nackinal, Dentro de sus actvidades pusden desanuils programas y suscnbe
cunwenios de apoyo con olrss inst@ucones, como parte de s oompromiso soces,
contibuye ol fonEecimiento de capscodaces ¥ recursos personales, organizacionsles e
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S #DSALESIANA

B, Levpoalen leauielis Poies

inslftuoonsiss madianie sus scciones, en pro ded desamolo oe & comunidad y do ks
profesionalaes que ss dasampedan e ella,

<) MedEma Informe y sctas da reumonos de irabsjo con fecha 26 de erero del aho 2017 en
I& cuidad de San Franteco de Outo entre meembires de & Universidad Poliidcnics
Salastana y e mstituto Nacionsl de bvesigacion En Ssud Poblica - INS™ - Dr
Leopoldo l2quista Pérez. Donde se irato |a ungenie necesad de regulanzacon de o
tesisias dn 1o Universidad Palitbcnica Salasans que forma pane del programa PROPAD.

d) Se enfatiza por parte de la Universidad Pollecnica Salesiana, 1a necasidad da 1a firma un
Canvanky Marco antre ambas rsliliciones pars svala aridicaments lan s que sa
encunmiran Isvanco a cabo en @l INSPI, con & fin ds que 105 esludantes puadan
continuarias y adiminarias, @ ou vez, S8 pusdan genersr convenios aspeciicas  pam
saborucidn de trabajos de Blulacitn, proyecios de pwestigacion an las eas y lireas e
invesiigacitn prodtadas y definicess por o Ministeno de saked Plblca, visitas sboncas y
Orea acliwdsdes gue conleyen 3 potencalizar e destrezas enstentes o nved de takenio
henano.

CLAUSULA SEGUNDA: Objeto,

El abjelo ael presents Convanio 85 estaliaoir N Marco ganara referencsal 8 Mo da que ks
paries puedan prumover la colaboracon en infercambio centitico, e transferoncia de
tecnologia y ded concoemianio para al desaroio do hablidades y deslrezas G0 ol campo de
salud humane; la resizacon de envessgaciones conjuntas; of miercamtio da RfonMmIEGEN
cienfifico técrica y de personal espooalizado, procurando la comglemantacion de acdones
conjuntass en &ress de compesanais de smbes parles

LS ArGas 00 IS MUK puadion nciur

+ Desarrofar juoyecies conjunios de rwestigecdn en dscipings y campos da sans
mubeo, Guyos resutados sean compartidos, a fn de mender s demandas,
requenirsentos y necesidaces insliluconses

*  Parscipar y organizar cordanenclas, Seminancs y avantos clenliNco-S8cnicos,

o Faclar el imercambio de informacidn refacianada con estadios de investigacion.

« Transleronoa aentfico-tbcnica y difusion de resutados do proyecios do vesigacon
on conjunio.

«  Capadiacidn @dnco-practica para personal ded INSPT y de 18 Universidad Poliéonca
Salkesana

s Incorporar a ks estudiantes en actvidades ynculadas con o desarrally de los

/" seclores Gocides. Parm ol cumplimients de ssle proposito, e estadartes de s |/
'L
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Eedacion y Arbdrgje de & Procuratris General del Estado, en los deminos pravistos an ol

aticulo 100 de b Corstiluckn de ls Repablicas del Ecuador.

CLAUSULA SEPTIMA: Terminacion,
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o InCurdminRo du los abjetivos y cbiligaciones del presente corvenio wo del programa o
Proyecto da invesigacion;

* Por deamcn de una da 195 paNes, con anteRCKn @ &I vanamenio moedienee aviso
eccnio a la cordraparde, notifcandeola con no menas de sesanta (E0) dias do anticpeckier
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o Por scusrdo imutuo de s paries;

o Por cousa de foaza mayor 0 caso fomdlo qua, conforme 10 dispussio an of aticulo 30
dal Cécigo Chil por Mt antandimianto, haga imposibie su complmisnto y egecusion
del preserte Convenio

Se dard pur tevminodo una vez que S partes hublsren cumplkic Gon BUS TRSPRGINVGS
cbligacones y vencido of plazo estipulado.

Concluido el plazo de ejecenin, =& susaribid entre las partes un informe final de todas s
sclividades vy rmesulisdos obtenidos dentro del presevées Convenio de  Comboracian
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al vendmiento gel Corwverio
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Catla Bafitucion designarn un coordnadorn pars ProMmowery Racas Cumgir 183 condcones
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MOGRCacn del Convwanio.

El &degadn de e slilucion deberd presentss. cada B (3edis) meses un informe
comespondente al desanoic y cumplimiento dal prasenie Comenio y o los acusrdos
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| —Dr Av. Julian Coronad 905 INSFI GUAYAQUIL
B ¥ Av Huayra Capac 2182 INSPI CUENCA
Leopoldo lzquista
Péaraz
Universidad [ Ay, 12 de oclubra N24-22 y WYWiisan, seda Quile
Folitécnica ‘ Calle Vieia 12-30 y Ella Liu, sace Cosnca \
Salegiana Rotkas 107 y Chambers, sada Guayaquil. k
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Anexo 2. Ciclos infectivos de los bacteriéfagos.

Ciclos infectivos de los bacteriofagos

Los bacteriofagos reconocen la célula hospedera mediante
receptores de membrana y sitios de adhesion que estan en la
cola de los fagos

Insercion del material genético del bacteriéfago al
interior de la célula

Se da la liberacién El material genético
de las particulas del _ del fago es agregado a
fago maduras a __ ciclo Litico Li Cico | | un cromosoma de la
través de la lisis y ISOgeNICco célula huésped
muere la célula generando asi un
hospedera. »profago

La célula hospedera tiene su
reproduccion normal dentro del
profago el cual queda formando
parte del genoma de la célula por
tiempo indefinido o hasta que un
factor desencadene el siguiente
paso.

Ocurre la replicacion,
transcripcion del material
genético y la traduccion de
proteinas estructurales dentro de
la maquinaria de la célula
hospedera.

Fuente: (Tortora et al., 2010). Libro “Microbiology: an introduction” décima edicion.
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Anexo 3. Muestreo de agua en el rio Machangara, sector “La Recolecta”

' »’ %‘é" i » § 9 Lot S
§ il Comandancia . .q,,%
2 it

" S
Corweiito de
" la Providencia =1 - —

-

Fuente: Google Maps. Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Anexo 4. Muestreo en el sector de “La Recolecta”.

Fuente: Google Maps. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 5. Cepas seleccionadas para el estudio.

Cepa Cadigo del INSPI

369
4
5
5
6

10
21
24
94

HEE 354-0816 RAM-

Q

1

HBO 979-0816 RAM-
Q
HPA 1184-0916
RAM-Q

B HEG 057

HEE 572

HDC 624

VR ARCSA 1120-0817
RAM-Q

3 ARCSA 1201-0817
RAM-Q

Nuevo cédigo
asignado

11
12
13
14

15

Cepa Cadigo del INSPI

26 ARCSA 616-0518 RAM-Q
ARCSA 627-0518 RAM-Q
ARCSA 628-0518 RAM-Q
ARCSA 629 -0518 RAM-Q
ARCSA 753-0518 RAM-Q
ARCSA 754 -0518 RAM-Q
HSQ 780-0518 RAM-Q
HBO 784-0518 RAM-Q
HDL 862-0618 RAM-Q
ARCSA 871-0618 RAM-Q
HDR 999-0718 RAM-Q
HDR 1030-0718 RAM-Q
ARCSA 1127-0718 RAM-Q
ARCSA 1128-0718 RAM-Q
90

ARCSA 1129-0718 RAM-Q

Nuevo codigo
asignado

27

28

29

30

31

32

33

34
35

36
37
38
39

40



16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

ARCSA 1217-0817

RAM-Q
ARCSA 1258-0817
RAM-Q

HDC 1510-1017
RAM-Q

HSQ 1769-1117
RAM-Q

ARSA 1893-1217
RAM-Q

HDC 077-0118 RAM-
Q

HEE 354-0318 RAM-
Q

HDC 529-0818 RAM-
Q

ISD 546-0418 RAM-
Q

HPY 559- 0418 RAM-
Q

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

N
[WEN

HNA 1158-0718 RAM-Q

SN
N

ARCSA 1189-0819 RAM-Q

w

HDR 1271-0818 RAM-Q

S

HEG 1314-0818 RAM-Q
HSQ 1382-0918 RAM-Q

HEE 042-0119 RAM-Q

DS
~

HDR 299-0319 RAM-Q

1SN
(00]

HEE 767-0519 RAM-Q

1SN

HSF 972-0619 RAM-Q

(]

HBO 1124-0719 RAM-Q

Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Anexo 6. Perfil Bioquimico de las cepas de Listeria spp.

INSPI Cepa kligger LIA citrato urea motilid  motilid  manitol catalas  tipo de Listeria

c6digo 25°C  35°C a

1 A/A - - - + + + - - + + L.welshimeri 10
410 2 A/A - - - + + 4+ - - + + L.welshimeri 10
3 AIA - - - + o+ - - + L.welshimeri 11
SYZ N 4 AIA - - - + + 4 + - - + L.inoccua 9
5 AA - - - + o+ o+ + ) + + L.monocytogenes 6
6 AA - - - + o+ 4 + - + + L.monocytogenes 6
8 AA - - - + o+ 4+ + - + + L.monocytogenes 6
9 AA - - - + o+ o+ + - + + L.monocytogenes 6
120 10 A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 3
11 AA - - - + o+ 4+ + - + + L.monocytogenes 1
624 12 A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 6
999 [kl AA - - - + o+ o+ + - + + L.monocytogenes 3
NP{N 14 A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 6
1201 K] A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 6
16 AA - - - + o+ 4+ + - + + L.monocytogenes 6
1258 i A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 3
18 AA - - - + o+ o+ + - + + L.monocytogenes 6
IV 19 A/A - - - + + o+ + - + + L.monocytogenes 6
1893 AN A/A - - - + + o+ + - + + L.monocytogenes 6
21 AA - - - + o+ 4+ + - - + L.monocytogenes 6
354 22 A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 6
23 AA - - - + 4+ + + ) + + L.monocytogenes 3
546 24 A/A - - - + + o+ + - + + L.monocytogenes 6
25 AA - - - + o+ 4+ + - + + L.monocytogenes 6
616 26 A/A - - - + + |+ + - + + L.monocytogenes 6
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627 27 AIA + + |+ - + + L.monocytogenes 1
28 AIA + o+ 4+ - + + L.monocytogenes 1
629 29 A/A + + |+ - + + L.monocytogenes 1
30 A/A + o+ + + + + L.monocytogenes 5
754 31 A/A + + o+ - + + L.monocytogenes 5
32 AIA + o+ 4+ + + + L.monocytogenes 6
33 A/A + o+ + + + + L.monocytogenes 6
862 34 A/A + + 4+ - + + L.monocytogenes 6
35 A/A + o+ 4 + + L.monocytogenes 5
EEE 36 A/A + o+ 4+ - + + L.monocytogenes 2
37 A/A + o+ + - + + L.monocytogenes 3
38 A/A + o+ + + + + L.monocytogenes 2
1128 e} A/A + + |+ + + + L.monocytogenes 7
40 A/A + o+ 4+ + + + L.monocytogenes 8
1158 gk A/A + + o+ + + + L.monocytogenes 5
42 AIA + o+ 4 - + + L.monocytogenes 5
43 A/A + o+ 4+ + + + L.monocytogenes 5
1314 e A/A + + |+ + + + L.monocytogenes 6
45 A/A + o+ o+ + + + L.monocytogenes 4
46 A/A + o+ 4+ - + + L.monocytogenes 2
47 A/A + o+ 4+ - + + L.monocytogenes 1
767 48 A/A + + |+ + + + L.monocytogenes 4
49 A/A + o+ + ) + + L.monocytogenes 2
1124 ) A/A + + |+ - + + L.monocytogenes 3
Nota: “+”: positivo para la prueba bioquimica; “-“: negativo para la prueba bioquimica. “A/A”: existe fermentacion de azicares; “MR”: rojo de metilo; “VP”:

Voges —Proskauer; Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Anexo 7. Perfil de resistencia y susceptibilidad de las cepas de Listeria spp.

INSPI COD P punto de corte P AMP punto de corte ERI punto de corte  MEM  punto de corte SXT punto de corte

N O

9

v
I ¢

-
IS
[y
[op}
w
N
[op}

694
4

w
(8]

w
o
(22)
N
[{e]

[(e]
~
[(e]

1184

O 0O N o g |l WO N

(6]
~

X X X
120 10 18 32 27 36 32 -
572 11 12 22 22 16 6
354 22 19 30 26 31 29
529 23 18 31 26 32 31
546 24 18 30 27 30 28
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Nota: “S”: sensible; “R”: resistente; “P”: penicilina; “MEM”: meropenem; “AMP”: ampicilina; “ERI”: eritromicina; “SXT”: trimetoprima/sulfametoxazol

Elaborado por: (Los autores, 2021).
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Anexo 8. Perfil de resistencia y susceptibilidad en agar sangre.

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 9. Listeria monocytogenes. Grupo 1: cepa 28(Resistente: P, ERI, SXT, MEM).

%

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriofago 2; “Halo central”: Bacteriéfago 4; “Halo de la derecha”: Bacteriofago 10.
Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 10. Listeria monocytogenes. Grupo 2: cepa 38(Resistente: P).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriofago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteri6fago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 11. Listeria monocytogenes. Grupo 3: cepa 23 (Sensible a todos los antibioticos
probados).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteri6fago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).

Anexo 12. . Listeria monocytogenes. Grupo 4: cepa 48 (Resistente: P, MEM).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriofago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha™:
Bacteriéfago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 13. Listeria monocytogenes. Grupo 5: cepa 35 (Resistente: P, SXT).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriofago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteri6fago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 14. Listeria monocytogenes. Grupo 6: cepa 8 (Resistente: SXT).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central: Bacteridfago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteriéfago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 15. Listeria monocytogenes. Grupo 7: cepa 39 (Resistente: P, ERI, AMP, MEM,
SXT).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteri6fago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 16. Listeria monocytogenes. Grupo 8: cepa 40 (Resistente: ERI, MEM).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central”: Bacteriéfago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteri6fago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 17. Listeria innocua. Grupo 9: cepa 4 (Resistente: SXT).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central”: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteriéfago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 18. Listeria welshimeri. Grupo 11: cepa 3 (Resistente: P, ERI, MEM, SXT).

Nota: “Halo de la izquierda”: Bacteriéfago 2; “Halo central: Bacteriofago 4; “Halo de la derecha”:
Bacteriéfago 10. Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 19. Rango del hospedero en Escherichia coli.

Prueba de gota en Escherichia coli con los fagos (F10-F18) en orden desde la esquina izquierda hacia abajo.

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 20. Rango del hospedero en Klebsiella pneumoniae.

Prueba de gota en Klebsiella pneumoniae con los fagos (FO2en la posicién caja 1; FO4 en la posicion caja 2 y
F10 de la posicion caja 3)

Tomada por: (Los autores, 2021).
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Anexo 21. Medios de Cultivo y Buffer.
Los medios de cultivo y buffer fueron adaptados de (Ldpez, 2015).
LEM- LB modificado 1L
e Extracto de Levadura5g
e NaCl5¢g
e Bacto Triptona 10 g
e 1M MgSO4 10 mL
Top Agar
e Agregar Agar-Agar al medio LEM en una concentracién del 0.9 %
Bottom Agar
e Agregar Agar-Agar al medio LEM en una concentracion del 1.7 %
Terrific Broth TB modificado 100 mL
e Peptonallg
e Extracto levadura5 g
e K2HPO 48
e Ajustar pH a 7.6 HCI
Buffers: SM 1L
e NaCl58¢g
e MgSO4 &H202.0¢g
e 1M Tris HCI
e pH7.450mL
e Agar-Agar0,1g
Todos los medios de cultivo y buffers fueron esterilizados a una presion de 15 PSI, durante

15 minutos.
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Anexo 22. Protocolo de Aislamiento de Bacteridéfagos

SSLEN50 20 R
cuna’
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