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RESUMEN

La terapia de bacteriéfagos es una alternativa re-emergente para el control de
bacterias multiresistentes a antibioticos causales de enfermedades infecciosas. El
exito en el aislamiento de bacteriofagos efectivos depende de la apropiada
seleccion de cepas. En este trabajo se presenta el aislamiento de bacteriéfagos
basado en una coleccion de cepas de Staphylococcus aureus, obtenidas de casos
de mastitis bovina que fueron objeto de la caracterizacion molecular por multilocus
sequence typing (MLST) y spa-typing. En un estudio anterior, encontramos alta
prevalencia de aislados de S. aureus con secuencias tipo (STs) asociados al
subgrupo ST97 (ST97 y ST126) y ST352 en el complejo clonal (CC) CC5,
genotipos aislados de mastitis bovina o de la zona de produccion lechera. Con
menor prevalencia encontramos aislados relacionados con el subgrupo ST8
también perteneciente al CC5, un genotipo relacionado con las infecciones
adquiridas en la comunidad e intrahospitalarias. Aislados correspondientes a estos
genotipos diferentes en spa-tipo y en el perfil de resistencias a diversos
antibiéticos, fueron utilizados para la seleccién de los bacteriéfagos a partir de
muestras del tanque de llegada de una planta tratadora de aguas residuales. Se
aislaron 28 bacteridfagos siguiendo el protocolo de Kwiatek et al., (2011). 25
bacteriéfagos fueron aislados en presencia de CaCl. 10 mM y tres con CaClz y
MgClz2, 5 mM cada uno. Se determiné la estabilidad a la temperatura y pH para
cada bacteriofago. El rango de hospedero se analiz6 probando contra los
diferentes fondos genéticos de S. aureus. Se identificaron al menos 10 patrones
de infeccién o rango de hospedero (RH). La mayoria de los RH fueron infectivos
contra cepas del CC5, subgrupos ST97 y ST126. El polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion del ADN genémico de bacteriéfago, con las enzimas
de restriccion Xba I, Hind 1ll, Eco RI, Pst | y Kpn | revelaron diferentes patrones de
restriccion, que fueron asociados en al menos 4 grupos principales usando el
algoritmo UPGMA del software PyElph v4. Las asociaciones genotipicas sugieren
gue los bacteriofagos 5-8 pueden ser usados en terapia fagica por su amplio rango
de hospedero (7 genotipos). En conclusion, el uso de cepas de S. aureus
estrictamente tipificadas con enfoques moleculares, nos permitié aislar diversos
bacteriéfagos contra los principales fondos genéticos de S. aureus prevalentes en
la region. Este enfoque de aislamiento de bacteridfagos basado en estudios de
epidemiologia molecular representa un ejemplo practico de la epidemiologia
molecular funcional para el desarrollo biotecnolégico.

Palabras clave: Epidemiologia molecular, Staphylococcous aureus, mastitis
bovina, bacteriéfagos, RFLP.
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SUMMARY

Bacteriophage therapy is re-emerging as an alternative for the control of multidrug
resistant bacteria that are causative agents of infectious diseases. Success in the
isolation of useful bacteriophages depends on the proper selection of strains. In
this work we present the isolation of bacteriophages based on a collection of
Staphylococcous aureus strains obtained from subclinical bovine mastitis cases
that were subject to molecular characterization by multilocus sequence typing
(MLST) and spa-typing. In a previous study we found high prevalece of S. aureus
isolates with sequence types (STs) associated to subgroups ST97 (ST97 and
ST126) and ST352 in Clonal Complex (CC) CC5, genotypes typical for bovine or
livestock isolates, respectively. With lower prevalence we found isolates related
with subgroup ST8 also from CC5, a genotype related with community-acquired
and hospital-acquired infections. Isolates corresponding to these genotypes and
differing in spa-type and in the pattern of resistances to diverse antibiotics were
used for the selection of bacteriophages from samples of the receiving tank of a
wastewater treatment facility. 28 bacteriophages were isolated following the
protocol of Kwiatek et al 2011. 25 bacteriophages were isolated in the presence of
10 mM CacClz and three with CaClz2 and MgClz, 5 mM each. Stability to temperature
and pH was determined for each bacteriophage. Host range was analyzed testing
against the different S. aureus genetic backgrounds. At least 10 infection patterns
or host range (RH) were identified. Must of the infection patterns were infective
against strains from CC5, subgroups ST97 and ST126. Restriction fragment length
polymorfism of bacteriophage genomic DNA, with the restriction enzymes Xba |,
Hind Ill, Eco RI, Pst | and Kpn | revealed slighthly different patterns that were
grouped in at least four major clusters with each enzyme using the UPGMA
algorithm of PyElph v4. Genotypic clustering suggests that bacteriophages 5-8
may be used in phage therapy because of their wider host range. In conclusion,
the use of S. aureus strains finelly typed with molecular approaches allowed us to
isolate diverse bacteriophages against the major genetic backgrounds of S. aureus
prevalent in the region. This approach of bacteriophage isolation based on
molecular epidemiology studies represents a practical example of functional
molecular epidemiology for biotechnological development.
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l. INTRODUCCION GENERAL

La leche es definida por la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010 como
una secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o de

cualquier otra especie animal, excluido el calostro.

La leche vacuna es un alimento de primera necesidad y de gran demanda por su
alto valor nutricional, es considerado un alimento basico en la dieta de toda la
poblacion. Los mamiferos dependen fundamentalmente de la leche de las
hembras de su especie en sus primeros periodos de vida y el hombre ha
aprovechado también la de algunos animales para su alimentacion, empleandola
directamente y transformandola para la obtencion de derivados (Arrieta, 2011). La
industrializacion de la leche vacuna se ha desarrollado en todas las latitudes,
permitiendo que cada dia se obtenga una cantidad mayor de productos que son

ideales para la nutricion humana.

En éste documento se manejara como leche a aquella secrecion de origen
bovino. En México, la leche se produce bajo tres sistemas principalmente, el
especializado, semiespecializado y familiar o de traspatio (Villamar y Olivera,
2005). En el afo 2012 la produccion mundial de leche, registrada por la FAO,
ascendio a cerca de 626 millones de toneladas. La produccion de México en ese
ano fue de alrededor de 10.9 millones de toneladas, es decir, 1.7% del total

mundial, ocupando el 16° lugar (LactoData, 2014).

Con base en datos estadisticos de SIAP/SAGARPA e INEGI, se estima que en
Michoacan en el afio 2014 se produjeron aproximadamente 346 427 toneladas de
leche vacuna, ocupando asi el 16° lugar en la produccién del pais (LactoData,
2016). En Michoacan el 90% de la produccion lechera se lleva a cabo bajo el
sistema de traspatio, el cual se caracteriza por ser extensiones territoriales en
cercania con las viviendas de los productores, poco tecnificadas que constan de 3-
30 vacas, con ordeflo manual que generalmente se conduce con poca higiene. El
contacto durante la ordefia y las deficiencias sépticas, propician infecciones en los

bovinos, tal es el caso de la mastitis (Saran y Chaffer, 2000). EIl sistema de
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traspatio es considerado un sistema sustentable (Espinosa et al., 2004), sin
embargo, cuando en los hatos lecheros hay presencia de mastitis, se produce un
bajo rendimiento en la produccion de leche y un cambio en sus caracteristicas
organolépticas (Hortet y Segers, 1998; Bedolla y Leon, 2008). Por ende, esto se
traduce en pérdidas monetarias para los productores (Wellenberg et al., 2002;
Bedolla y Ledn, 2008; Hogeveen et al., 2011).

La mastitis se caracteriza por una inflamacién intramamaria grave en uno o mas
cuartos de la ubre, causada mas comunmente por la accion de uno o mas
patégenos, aunque también puede ser causada por una lesién y menos frecuente,

por alergia y neoplasias (Menzies y Ramanoon, 2001).

Los microorganismos que provocan la mastitis bovina se clasifican en contagiosos
tales como Staphylococcus aureus, y Streptococcus spp. (Zadoks et al., 2011) y
ambientales, los cuales son transmitidos por el contacto entre superficies
contaminadas y la ubre de la vaca, entre estos se encuentran las bacterias del
grupo coliforme, Staphylococcus coagulasa negativo (SCoN) y el grupo

Staphylococcus intermedius (SIG) (Pyoérala Sy Taponen S., 2009).

Estudios realizados en la zona de Tarimbaro Michoacan, muestran una
prevalencia de mastitis del 64.57% (subclinica 60.41%, clinica 4.16%; Bautista-
Trujillo et al., 2013). Aislamientos obtenidos de muestras de mastitis en bovinos de
esta region, muestran la participacion de S. aureus como patégeno causal de la

enfermedad.

Estos hallazgos y estudios anteriores referentes a mastitis bovina de otras
regiones, muestran que si bien S. aureus no es el Unico patégeno que produce
inflamacion en la glandula mamaria (Zadoks et al., 2011), si es el principal agente
causal de la mastitis contagiosa (Hamilton et al., 2006). A la fecha S. aureus es
uno de los patégenos mas estudiados en torno a esta patologia, debido
principalmente a su importancia en enfermedades de humanos relacionadas con

procesos inflamatorios (Zadoks et al., 2011).
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A pesar de que existen mecanismos de control de la mastitis sugeridos por el
Consejo Nacional de Mastitis de Estados Unidos de Norte América (National
Mastitis Council, 1999), existe preocupacion por la presencia de cepas de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA) y Staphylococcus no-aureus resistentes a
meticilina (MRSCoN y MRSIG), asi como Staphylococcus spp., resistentes a
vancomicina, los cuales son indicadores de la alarmante resistencia y
multiresistencia hacia los farmacos antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento
de la mastitis bovina. Existe evidencia de la transferencia horizontal de genes y
elementos genéticos moéviles entre bacterias (Brody et al., 2008; Hiramatsu et al.,
2013) y es la principal razon de la generacion de cepas mas virulentas y

resistentes a los antibiéticos (Zaneveld et al., 2008).

En la preocupacion por el tratamiento de patologias asociadas a patdégenos
multiresistentes a antibioticos se cuestiona el uso de nuevas terapias. La terapia
fagica o terapia a base de virus que infectan bacterias (bacteriéfagos o fagos)
comienza a principios del siglo XX, principalmente con el objetivo de tratar la
disenteria y algunas infecciones durante la segunda guerra mundial. Diversos
ensayos clinicos acerca del uso de bacteri6fagos muestran el uso de éstos en
aproximadamente 2000 pacientes infectados con una variedad de patégenos
(predominantemente resistentes a antibidticos) que fueron tratados y cuyos
resultados, en forma global, fueron exitosos entre el 60 y 90% de los casos (Inal,
2003).

Sin embargo, a pesar de los éxitos citados, la fagoterapia ha sido relegada ante la
creciente comercializacion de antibioticos (Sulakvelidze, et al., 2001) y de la
estricta regulacion por las leyes nacionales e internacionales (Parracho, et al.,
2012). Recientemente se han incrementado las investigaciones alrededor del
mundo enfocadas en el uso de bacteri6fagos como agentes antibacterianos para
un amplio rango de aplicaciones. El incremento en la incidencia de bacterias
patdogenas multiresistentes a antibidticos ha justificado la revaloracion de los

bacteriofagos como agentes antibacterianos (O’Flaherty et al., 2009).
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El grupo de trabajo del laboratorio de epidemiologia molecular y biotecnologia de
las enfermedades infecciosas dirigido por el Dr. Juan José Valdez Alarcon, ha
realizado estudios de epidemiologia molecular basados en la caracterizacién
mediante MLST, genes de virulencia como (spa, coa y pvl) y algunos otros
relacionados a la resistencia a antibidticos como genes del mec-Staphylococcal
chromosome cassette (SCCmec). La informacion recabada mediante MLST
permite integrarla en bases de datos globales y conocer el fondo genético que
comparten los aislados locales y ademas compararlas con el resto de las cepas
reportadas. Ademas incluye los sitios de aislamiento permitiendo conocer la
transmision de las cepas entre hospederos, spa-typing permite realizar una
caracterizacion en uno de los factores de virulencia (gen de la proteina A) de S.
aureus, el cual permite diferenciar entre los grupos de similitud establecidos por
MLST. La multiple resistencia a antimicrobianos conlleva al desarrollo de terapias
alternativas para el tratamiento de S. aureus descrito como principal agente
infeccioso causal de mastitis bovina. La realizacién de un estudio epidemioldgico
molecular que identifique las cepas prevalentes en las zonas lecheras con
sistemas familiares, contribuye en el disefio de estrategias de prevencién y control
qgue disminuyan el riesgo de diseminacion de S. aureus en los animales y los
humanos (Angel-Andrés, 2010; Carmona-Gasca 2012; Bautista-Trujillo 2013;
Angel-Andrés, 2012 y Bautista-Trujillo, 2014).
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Il. MARCO TEORICO
2.1 S. aureus como agente causal de mastitis bovina
2.1.1 Caracteristicas

Staphylococcus aureus es una bacteria inmoévil Gram positiva, esférica vy
usualmente agrupada en racimos, anaerobia facultativa, catalasa positiva.
Produce generalmente la enzima coagulasa (enzima que tiene un importante
papel en la patogenia de la enfermedad, debido a que causa la formacién de una
capa de fibrina alrededor del absceso estafilocécico, localizando la infeccion y
protegiendo a la bacteria de la fagocitosis), fermenta el manitol y otros azlcares,
formando acido pero no gas. Su crecimiento ocurre en un amplio rango de
temperatura (6.5 a 50° C), siendo su temperatura éptima 30 - 40° C. Tolera altas
concentraciones (7 al 10%) de cloruro de sodio. Se destruye facilmente por
temperaturas arriba de los 60° C y por casi todos los agentes desinfectantes, por
lo cual la presencia de esta bacteria en alimentos procesados 0 en equipos indica
generalmente higiene deficiente o contaminacién post-proceso por causa humana
(Castro et al.,

2006).

S. aureus tiene buena capacidad para colonizar animales, incluyendo mamiferos,
reptiles y aves. En humanos, este organismo reside principalmente en las fosas
nasales, piel, y ocasionalmente, puede encontrarse como parte de la flora del
tracto digestivo y vaginal. Sin embargo, S. aureus también causa enfermedades
en los humanos, algunas adquiridas en la comunidad como dermatitis, infecciones
respiratorias, del tracto urinario; otras son adquiridas en hospitales (nosocomiales)
como endocarditis infecciosa, osteomielitis y septicemias; todas de alta morbilidad
y mortalidad entre pacientes hospitalizados. S. aureus también provoca
intoxicacion alimentaria al liberar sus enterotoxinas en los alimentos y produce el
sindrome de choque toxico provocado por la liberacion de superantigenos en el

torrente sanguineo (Bustos-Martinez et al., 2006).
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Las cepas de S. aureus expresan diversos factores de virulencia; algunos de estos
factores son expresados por genes que se localizan en elementos genéticos
moviles como las islas de patogenicidad y los bacteriéfagos lisogénicos (Foster,
2004).

2.1.2 Clasificacion de los factores de virulencia de S. aureus

Baizabal et al. (2009), hacen una nueva clasificacion de los factores de virulencia,
donde ademas incorpora los genes que dan origen a los diferentes factores de
virulencia, asi como su localizacion. Asocia a éstos en 4 grupos: 1) exoenzimas
(proteasas de serina, estafilocinasa, fosfodiesterasa, estafilocoagulasa,
hialuronidasa, proteasa de zinc e hidrolasas) las cuales intervienen en la invasion
de tejidos y la evasién de la respuesta inmune del hospedador; 2) toxinas
(exotoxinas, leucotoxinas D y E, leucocidinas F y M, leucocidina Panton-Valentine,
toxina de sindrome de choque toxico, enterotoxinas y hemolisinas a, B y 0)
involucradas en su mayoria en la evasion de defensa celular y la invasion tisular;
3) adhesinas (como las proteinas de unién a fibrinbgeno y fibronectina)
caracteristicas de union a matriz extracelular y formaciéon de biopeliculas; 4) otros,

como el transportador ABC de ferricromo y el sistema de incorporacion de hierro.
2.1.3 Caracterizacion molecular

En el laboratorio de epidemiologia molecular y biotecnologia de enfermedades
Infecciosas del CMEB se ha iniciado la caracterizacion molecular de los
aislamientos de S. aureus de mastitis bovina en granjas de traspatio de la
localidad de Tarimbaro en el estado de Michoacdn mediante técnicas como
Multilocus Sequence Typing MLST, andlisis de macrorrestriccion en geles de
campos pulsatiles y analisis de la secuencia de la regién Xr del gen que codifica
para la proteina A, spa-typing (Angel-Andrés et al., en preparacion; Bautista-
Trujillo et al., 2013; Carmona-Gasca et al., 2012; Valdez- Alarcén et al., 2012)
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2.1.4 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Esta técnica permite determinar el fondo genético compartido entre los aislados de
S. aureus y agrupar a los mismos de acuerdo al numero de alelos compartidos
entre siete genes que se analizan. Los alelos evaluados pertenecen a genes de
metabolismo primario, los cuales codifican para las enzimas carbamato cinasa
(arcC), shiquimato deshidrogenasa (aroE), glicerol cinasa (glpF), guanilato cinasa
(gmk ), fosfo acetil transferasa (pta ), triosa fosfato isomerasa (tpi) y acetil CoA
transferasa (ygiL). A la combinacion de alelos de los siete genes se les denomina
Secuencia-tipo (ST). A los grupos de similitud que comparten seis, cinco o cuatro
de los siete alelos, se les denomina complejos clonales (CC) (Carmona-Gasca et
al., 2012; Maiden 2006; Enright et al., 2000).

Mediante el analisis de secuencias multilocus (MLST) de aislamientos de S.
aureus se identificaron 6 STs reportados, 4 alelos (Nas) y 12 STs nuevos (NSTSs).
El NST-4 fue el mas ubicuo, ya que se identificO en aislados de S. aureus de
origen bovino, humano y fomite. La mayoria de los aislados de bovino y un aislado
de humano se agruparon en el CC97 reportado como asociado a bovinos. Se
encontraron dos aislados de bovinos con ST8, la cual se ha reportado como
asociada a infecciones de comunidad en humanos. Analisis de distribucion de las
cepas sugieren que el NST-4 se comporta como la clona fundadora de la cual se
derivan varios de los NSTs encontrados en bovinos. La presencia de aislados con
genotipo NST-4 en humanos y fomites y de aislados con genotipo ST8 en bovinos,
sugiere que estos genotipos tienen potencial zoonético (Angel-Andrés et al., en

preparacion).

2.1.5 spa-typing

Para conocer el comportamiento epidemiolégico de cepas de S. aureus se ha
abordado el analisis del polimorfismo en genes de virulencia como el gen de la

proteina A (spa) y de la coagulasa (coa), los cuales segun estudios anteriores,



presentan una relacion con las formas de patogenia de la enfermedad causada

por este microrganismo (Bustos-Martinez et al., 2006).

La técnica spa-typing permite identificar el niumero, tipo y orden en el que se
presentan las SSR’s (secuencias cortas repetidas) que componen la porcién Xr de
la region variable en la proteina SpA. La region Xr promueve procesos
inflamatorios de una manera dependiente de la longitud de los SSR’s. Esta regién
es identificada gracias a la delimitacion dada por secuencias denominadas “firmas”
en los extremos 5 (RCA MCA AAA)y 3" (TAY ATG TCG T). La variabilidad en la
longitud y en el polimorfismo de secuencias de las SSR’s se ha aprovechado para
utilizar a la region Xr como un marcador molecular en la caracterizaciéon de S.
aureus. Los spa-tipos (combinacion de SSR’s en la regidon Xr) encontrados
mediante esta técnica en los aislados de S. aureus del CMEB son t224, t008, t605,
t693, 11965, t4570, t189, t605, t267, t267, t267, t224, t008, 11965, t1965, 18265,
t1965 y t211 (Carmona-Gasca et al., 2012).

2.1.6 Patrones de resistencia a antibi6ticos

Las cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) y Staphylococcus
coagulasa-negativos y del grupo de S. intermedius resistentes a meticilina
(MRSCoN y MRSIG), asi como Staphylococcus spp. resistentes a vancomicina,
son un indicador de la alarmante multiresistencia hacia los farmacos
antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento de infecciones bacterianas. Existe
evidencia de la transferencia horizontal de genes y elementos genéticos méviles
entre bacterias (Brody et al., 2008; Hiramatsu et al., 2013) y es la principal razon
de la aparicion de cepas mas virulentas y resistentes a los antibioticos (Zaneveld
et al., 2008). Un ejemplo de movilidad genética es la presencia de islas gendmicas
en S. aureus, principalmente la “isla de resistencia movil” SaRl la cual se cree que
fue adquirida por trasferencia horizontal y porta el gen fusB que confiera

resistencia al acido fusidico (O’Neill et al., 2007).
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La resistencia a los antibidticos B-lactdmicos (B-LAC) y especificamente a
Oxacilina (OXA) en especies de Staphylococcus, se debe principalmente al gen
mecA localizado en un elemento genético movil conocido como mec-
Staphylococcal chromosome cassette (SCCmec), que también puede contener
otros genes de resistencia a aminoglucésidos o macrdlidos, y de los que se
conocen hasta ahora 11 variantes del SCCmec que contienen 6 complejos mec
diferentes. Recientemente se han descrito homologos del gen mecA conocidos
como mecB y mecC en humanos y animales. La adquisicién de estos genes de
resistencia sugieren una constante evolucion de las bacterias resistentes a
meticilina (Garcia et al., 2011; Unnerstad et al., 2013).

Una de las caracteristicas importantes en aislados del género Staphylococcus es
su capacidad para resistir la acciébn de compuestos antimicrobianos. El grupo de
trabajo antes mencionado, obtuvo los siguientes resultados al evaluar la
resistencia a penicilina (P), ampicilina (AM), oxacilina (OXA), cefoxitina (FOX)
(antibidticos B-lactamicos) de 241 cepas de especies de Staphylococcus
asociadas estadisticamente a mastitis subclinica bovina. En la tabla 1, se observa
el alto porcentaje de resistencia a P y AM en la mayoria de las especies. En el
estudio se evalu6é ademas la resistencia a otros farmacos como Vancomicina (VA)
(Glicopeptidos), Gentamicina (GM) (Aminoglucosidos) y Lincomicina (L)
(Lincosamidas) (Tabla 2).
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Tabla 1 Frecuencia de Patrones de resistencia de antibiéticos B- lactamicos de especies de
Staphylococcus asociados estadisticamente a mastitis subclinica bovina. Modificado de Bautista-
Trujillo 2014

Prueba de difusiéon en disco
(Nlrljomrglr)(;ede No. De cepas resistentes (%)
cepas) P AM OXA FOX
S. aureus 62 56 19 15
(n=72) (86.11) (77.78) (26.39) (20.83)
S. haemolyticus 23 22 2 2
(32) (75) (71.88) (6.25) (6.25)
S. saprophyticus 11 8 4 6
(22) (54.55) (36.36) (18.18) (22.73)
S. sciuri 16 16 3 8
(22) (76.19) (76.19) (14.29) (42.86)
S. epidermidis 31 29 6 6
(37) (83.78) (78.38) (16.22) (16.22)
S. hominis 14 14 4 6
(14) (100) (100) (28.57) (35.71)
S. xylosus 9 5 2 3
(26) (34.62) (19.23) (7.69) (11.54)
S. Intermedius 14 14 5 4
Group (82.35) (82.35) (29.41) (23.52)
(17)

Tabla 2 Frecuencia de Patrones de resistencia de antibioticos no B- lactdmicos para S. aureus
asociados estadisticamente a mastitis subclinica bovina. Modificado de Bautista-Trujillo, 2014

Prueba de difusiéon en disco
(N’:lj(r)nrgrc:ede % De cepas resistentes
cepas) VA5 VA30 GM L
S. aureus 71 56 2 50
(n=72) 08.28 77.78 2.78 69.44




2.2 Bacteriofagos
2.2.1 Historia

La historia en torno al descubrimiento de los bacteri6fagos se ha envuelto en
polémica, principalmente en la prioridad de los personajes implicados. Felix
d’Herelle (1916) acuna el término bacteriéfago o “fagos que comen bacterias” a
partir del fenbmeno observado con un brote de disenteria hemorragica grave entre
las tropas francesas. Propone que el fendmeno se debe a un virus capaz de
parasitar bacterias y no a procesos enzimaticos como lo propuesto por
investigadores afos atras. Si bien d’Herelle establece que el proceso es llevado a
cabo por virus, Ernest Hankin (1896) y Gamaleya (1898) observaron el mismo
fendbmeno con Vibrio cholerae y Bacillus subtilis, respectivamente. Frederick Twort
en 1915, a la par de los estudios de d'Herelle, informa de un fenébmeno similar al
de Gamaleya y hace avanzar la hipétesis de que este pudo haberse debido, entre
otras posibilidades, a un virus. Aqui surge la mayor polémica en cuanto a quién
atribuir el descubrimiento de los bacteriéfagos. d’ Herelle continua con el trabajo
de fagoterapia realizandola en humanos, en 1919 se administra una sola
preparacion del fago a un nifio de 12 afios con grave disenteria, recuperandose en
pocos dias. A pesar de que d’ Herelle realizara las primeras aplicaciones de los
bacteriéfagos en humanos, el primer reporte de su aplicacion en éstos se remonta
a 1921 cuando Richard Bruynoghe y Maisin Joseph redactan el primer reporte de
la aplicacibn de fagos para tratar enfermedades infecciosas en humanos al
eliminar infecciones de piel ocasionadas por estreptococos. Se siguieron diversos
ensayos similares, y animados por los resultados d'Herelle y otros continuaron con
estudios sobre el uso terapéutico de los fagos. d'Herelle utiliz6 diversas
preparaciones de fagos para tratar a miles de personas que padecian colera y/o la
peste bubodnica en la India. Ademas, varias empresas empezaron la produccién

activa comercial de fagos en contra de diversos patégenos bacterianos. (Fig. 1)
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La comercializacion de antibidticos en los afios 40’s condujeron al descenso en el
uso de los fagos como agentes terapéuticos en occidente, sin embargo, en el este
continué la explotacion de los fagos solos o en combinacién con antibiéticos
(Sulakvelidze et al., 2001)
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genomas de fagos

Los fagos son usados
como herramientas para
biologia molecular (1950s
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naturaleza viral del fago
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2000
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de bacteriofagos es
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Georgia (1923)
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observacion de Hankin
con Bacillus subtilis
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El trabajo de Smith y
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Listeria (2008)

Fig. 1.Lineadel tiempo de sucesos importantes en la historia de los bacteriéfagos. Modificado de O’Flaherty, 2009.

En conjunto con el resurgimiento del interés en los fagos como agentes
terapéuticos y la llegada de la secuenciacién de alto rendimiento, el nimero de
genomas de fagos secuenciados completos se ha incrementado drasticamente en
los dltimos afios de 105 genomas en 2002 a un aproximado de 520 a la fecha. El
andlisis de estos genomas ha llevado a un mayor conocimiento de la evolucion de
los fagos, interacciones fago-hospedero, patogenicidad bacteriana y el origen de

los propios fagos (Rohwer & Edwards, 2002).

En la década pasada se observo una considerable cantidad de investigacion
mundial focalizada en la explotacion de los fagos como agentes antibacterianos

para un amplio rango de aplicaciones. Uno de los mas relevantes avances es el



uso de fagos como agentes de biocontrol ocurrido en 2006 cuando la FDA (food
and drug administration) aprob6 el uso de un coctel de 6 fagos llamado LMP-102
TM para el uso en carne “lista para comer” para el control de la contaminacién por

Listeria monocytogenes (O’Flaherty et al., 2009).
2.2.2 Caracteristicas generales

Los bacteriofagos son descritos como parasitos obligados de bacterias
(O’Flaherty, 2009). Se han aplicado en &reas como Biologia Molecular e
Investigacion Clinica, principalmente en el tratamiento de infecciones bacterianas
(Fagoterapia) (Segundo, 2010). Hasta el 2008 se conocian 13 familias y 30
géneros, se cree que al tratarse de virus, estos son la entidad mas abundante en
el planeta. Los fagos son ubicuos, por ejemplo se estima que se encuentran 1X10°
particulas por gota de agua de mar y un maximo de 1X108 particulas por gramo de
suelo. La rapacidad del fago permite destruir un estimado de la mitad de la
poblacién bacteriana en todo el mundo cada 48 horas. (Abedon, 2008; Deresinski,
2009)

Los bacteri6fagos presentan varias ventajas sobre los antibiéticos:
1) Son la entidad mas abundante en la naturaleza.
2) Se multiplican de manera natural, no requieren procesos industriales
elaborados de fabricacion por lo que son “ecolégicamente compatibles”
3) Su rango de hospedero es restringido, por lo que no afecta a la flora
bacteriana normal.
4) Hasta la fecha no se han reportado efectos colaterales de su aplicacién
5) Su multiplicacién en el organismo depende del hospedero, por lo que al
eliminar al patégeno disminuyen los titulos del bacteri6fago o bien, éste
desaparece del organismo. (Kutateladze, 2010).
6) Es posible utilizar solo la parte enzimatica del bacteriéfago (endolisinas)
que estos producen (O’Flaherty, 2009).
Las endolisinas son enzimas de bacteriéfagos que causan la muerte de bacterias

por hidrolisis de peptidoglicano, las cuales pueden ser usadas como enzibiéticos.
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Las endolisinas han sido usadas satisfactoriamente como agentes antimicrobianos
en areas como medicina humana, medicina veterinaria, sector agricola y la
industria. Estas han sido utilizadas para la eliminacion de biopeliculas, tal es el
caso de la endolisina @11 la cual fue exitosa en el tratamiento de biopeliculas de
S. aureus NCTC8325 e incluso su campo de aplicacibn va mas alla de la
terapéutica, las endolisinas ademas han sido utilizadas como herramienta
biotecnoldgica al ser usadas en la extraccion de material genético y proteinas de
Listeria monocytogenes.

Los antibidticos convencionales tienen la desventaja de no ser selectivos, las
endolisinas destruyen solo la bacteria patdogena blanco para la cual el bacteriéfago
es especifico, sin afectar la flora normal del organismo, comida o medio ambiente
en donde éstas fueron usadas. Generalmente la estructura de las endolisinas
consiste en dos dominios funcionales que comprende el dominio catalitico en el
extremo N -terminal, y el dominio de reconocimiento de la pared celular, en el
extremo C -terminal. Esto permite a las endolisinas tener suficiente plasticidad
para ser objeto de modificaciones de ingenieria genética para aumentar su
actividad catalitica, la estabilidad y el rango de hospedero. La coevolucién de los
bacteri6fagos con sus células hospederas bacterianas resulta en el
reconocimiento de motivos de estructuras altamente conservadas en la envoltura
celular. Esta interaccion sugiere que, como se espera poca o0 ninguna variabilidad
en la estructura molecular conservada de las envolturas celulares, la posibilidad
para las bacterias de desarrollar resistencia a los bacteriéfagos o sus lisinas es
bastante baja Todas estas caracteristicas hacen de las endolisinas una opcién
prometedora para el control biolégico de las bacterias patdgenas (Barrera-Rivas et
al., 2015).

2.2.3 Morfologia

La primera aplicacion del microscopio electronico al estudio de los bacteri6fagos
fue realizada por Ruska en 1940, quien publico la primera fotografia de una

bacteria infectada por bacteriéfagos (Adams, 1966; Wurtz, 1992) e hizo posible
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determinar la morfologia de los virus bacterianos y condujo también a un
conocimiento mas completo de las caracteristicas de todos los virus (Wong et al.,
1994).

Los bacteriofagos tipicos morfolégicamente constan de una cabeza y una cauda.
La cabeza presenta un denso paquete central de acido nucleico rodeado por una
cubierta de proteina o lipoproteina también denominada céapside. Esta se
encuentra formada por subunidades idénticas, agrupadas para formar una
estructura geométrica, generalmente hexagonal en seccion transversal. La cauda
de los bacteri6fagos varia grandemente en complejidad de un tipo a otro. Las
caudas mas complejas constan por lo menos de tres partes que son: un tallo
central hueco, una vaina contractil y una placa basal terminal, de forma hexagonal,
en la cual pueden estar implantadas puas y/o fibras caudales. Los bacteriéfagos
también varian con respecto a la estructura terminal de la cauda; unos tienen
placas basales, otros botones y algunos otros carecen de estructuras terminales
especificas (Wong, 1994). (Fig. 2)

Cabeza/Capside

/

Vaina ]
ey | — Cola
contractil

Fibras de |
la cola

B Placa basal

Fig. 2 Morfologia tipica de fagos. A) Micrografia electrénica con tincion negativa del fago Aeeromonas
tipo T4, fago con cola. B) Estructura del fago T4. Modificado de Deresinski, 2009.

2.2.4 Clasificacion
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El primer estudio de descripcion morfolégica de bacteriofagos fue publicado en
1969, en donde los bacteri6fagos eran enlistados por el nombre, especie
hospedera, dimensiones y referencia. Este estudio incluia 111 virus, 99 de los

cuales presentaban cauda y eran cubicos o filamentosos.

Mas tarde fueron clasificados en 6 grupos de acuerdo a su tipo morfolégico
(morfotipos) (Bradley, 1967).

A. Los mas complejos tienen una cabeza hexagonal, cola rigida con vaina
contractil y fibras caudales.

B. Similares a los primeros, excepto que carecen de vaina contractil; su cola
es flexible y tienen o no apéndices terminales.

C. Se caracterizan por tener cabeza hexagonal y cola mas corta que la
cabeza; la cola no es contractil y puede o no tener apéndices.

D. Hexagonales con capsomeros grandes en cada vértice del hexagono; no
tienen cola.

E. Un hexagono simple sin los grandes capsdémeros que poseen los cuatro
grupos anteriores.

F. Un filamento sencillo y largo, sin cabeza u otra estructura caracteristica de

la mayor parte de los bacteriéfagos.

Un estudio similar que aparecid en 1968 e incluia 298 bacteriéfagos. Estos
listados tan detallados eran muy impracticos debido al enorme numero de
referencias involucradas. Subsecuentemente, los bacteriéfagos fueron enlistados
por morfotipo y el género de su hospedero o simplemente de acuerdo a una

morfologia mas general y a un grupo mayor de géneros (Ackermann, 1992).

En 1992, Ackermann, enlist6 a los bacteriéfagos por morfotipos y géneros de las
bacterias hospedadoras. Encontré que, al menos 4,007 bacteriéfagos que han
sido descritos pertenecen a 13 familias de virus (Tabla 3). Cerca de 3,850
bacteriéfagos (96%) tienen cauda y 154 bacteriofagos (4%) son cubicos,

filamentosos 6 pleomoérficos. Siphoviridae 0 bacteriéfagos con grandes caudas no
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contractiles constituyen el 60% de bacteriéfagos con cola. Los bacteriofagos son
encontrados en mas de 100 géneros bacterianos incluyendo Rickettsiae y el
dominio Archaebacteria (Ackermann, 1992; Ackermann, 2001).

Los diversos tipos morfologicos de bacteriéfagos se caracterizan también por tener
diferentes tipos de acido nucleico. Los tipos A, B, y C de Bradley tienen morfologia
exclusiva de los bacteriofagos y presentan ADN de doble cadena (dc), los tipos
morfologicos D y F presentan un tipo de acido nucleico ADN de cadena sencilla
(sc) y el grupo E un acido nucleico ARN de cadena sencilla (Bradley, 1967;
Ackermann 2001). Cabe destacar que entre estos grupos el material genético que
poseen puede encontrarse en forma lineal (L), circular (C) y en algunos casos en

segmentos (S).

Tabla 3 Clasificacion de bacteriéfagos por morfotipos. Sc: cadena simple, dc: doble cadena, C:
circular, S: superhelicoidal, L: lineal, seg.: segmentado. Modificado de Ackermann 2001

Acipo
MORFOTIPO FORMA NUCLEICO FAMILIA PARTICULARIDADES
AlaA3 ADN dc, L Myoviridae Cola contractil
B1aB3 Fagos con Siphoviridae Cola larga, no O
cola contractil
Clac3 Podoviridae Cola corta Al B1 c1
D1 ADN sc, C Microviridae Capsomeros O
sobresalientes
L lei
D3 ADNdc,C, S Corticociridae  CoPside compleja,
lipidos
D4 Fagos ADN dc, L Tectiviridae Veswulz I|p|c|I|ca,
poliédricos pseudocola
E1 ARN sc, L Leviviridae A2 B2 C2
ARN dc, L, S O
E2 Seg. Cystoviridae Cubierta lipidica
F1 ADN sc, C Inoviridae Filamentos largos O
F2 Bastones cortos
F3 Fagos ADN dc, L Lipothrixviridae Cubierta lipidica
filamentosos Similar al virus del
F4 Rudiviridae mosaico del A3 B3 c3
tabaco
G1 ADNdc, G5 Plasmaviridae ~ CUPieta lipidica, Gl
sin capside
Fagos ) o
pleomérficos Cubierta lipidica,
G2 ADNdc, C, S Fuselloviridae sin capside, en
forma de limén

9%
F4




2.2.5 Replicacion

Los fagos, como todos los virus, son parasitos obligados intracelulares, es decir
necesitan estar dentro de una bacteria para poder replicarse y en este sentido, los

fagos han desarrollado dos tipos de ciclo (Fig. 3).

e Ciclo litico: el fago se replica en el interior de la bacteria y el proceso
finaliza con la lisis del huésped inducida por el fago y la liberaciéon de la
progenie.

e Ciclo lisogénico: el ADN del fago se integra en el material genético de la
célula hospedadora pero no hay liberacién de viriones, y la bacteria se

mantiene viable.

a El fago se adhiere a la célula

hospedadora e inyecta el MG
4
Endolisinas

Ocasionalmente el profago se
escinde del cromosoma
bacteriano e inicia un ciclo litico

Cromosoma bacteriano

a
a
a

g

Ciclo
Lisogénico

La bacteria lisogénica se
El MG se circulariza y entra reproduce normalmente
al ciclo litico o lisogénico

’ ‘ Profago

Proteinas del fago se El MG del fago se integra al
@ sintetizan y ensamblan @ cromosoma bacteriano y se
formando viriones convierte en un profago

W\ Lisis celular y liberacién
de fago

e

Fig. 3 Ciclos de replicacion del bacteriéfago A en E. coli: Ciclo litico y lisogénico. Modificado de
Tortora, 2007
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2.2.5.1 Ciclo litico

El ciclo litico lo llevan a cabo los fagos virulentos, en donde se da un
reconocimiento de los receptores de la bacteria por los contra receptores del fago,
una adsorcién del fago a la célula huésped, seguido de la penetracion del acido
nucleico fagico a la bacteria, el desarrollo intracelular de los componentes fagicos
y la liberacién de progenie viral (Segundo, 2010). Estas etapas se detallan a

continuacion.
Adsorcion.

El paso que desencadena la infeccién es sin duda la interaccion bacteri6fago-
bacteria. La cauda es el 6rgano de adsorcién, éste se adhiere a los receptores de
la superficie bacteriana, siendo especificos estos para cada tipo de fago. A través
de la cauda, el bacteriofago inyecta el acido nucleico al interior de la célula
hospedera quedando en el exterior de la célula la cubierta proteica que forma la

capsula de la cabeza y la estructura de la cola.

La adsorcion del fago a la superficie de la bacteria huésped puede producirse en
uno o varios pasos, en este Ultimo caso se produce una unién reversible por
interaccion de las fibras de la cola con moléculas de la superficie de la bacteria
que sirve para posicionarse correctamente y posteriormente generar una union
irreversible de otra proteina de la cola a una molécula receptora diferente. El tipo
de receptor de superficie varia considerablemente entre bacterias gram-positivas
(elementos del peptidoglicano, &cidos teicoicos y lipoteicoicos y proteinas
asociadas a la pared celular) y gram-negativas (componentes de los
lipopolisacéaridos (LPS), y proteinas de la membrana externa como porinas y
proteinas de transporte), también los componentes de cualquier matriz externa
que secrete la bacteria pueden ser utilizados como receptores, tal como los
antigenos k de los exopolisacaridos capsulares o las proteinas de capa S. Un
mismo fago puede tener como receptores varias moléculas y poseer varias
adhesinas diferentes en su estructura. Cuantas mas moléculas pueda reconocer

como receptores mas amplio sera el rango de hospedero del fago, es decir, mayor

34



sera el numero de cepas, especies y en algunos casos géneros bacterianos que

podra utilizar como hospederos (Kutter & Sulakvelidze, 2005).

Replicacion.

En el ciclo litico, inmediatamente después de la inyeccidon del acido nucleico, el
virus bacteriano emplea la maquinaria biosintética del hospedero para la
construccion de sus macromoléculas, al inicio de la infeccidén, se sintetizan
numerosas proteinas (proteinas tempranas). Entre estas se incluyen ciertas
enzimas necesarias para la sintesis del acido nucleico del bacteriofago.
Posteriormente aparecen proteinas tardias, las cuales incluyen subunidades de la
cabeza y cola del bacteriéfago, asi como una enzima litica (endolisina) que
hidroliza la capa de peptidoglicano de la pared celular del hospedero y asi poder
liberar la progenie de bacteriéfagos. Todas las enzimas, proteinas tempranas y
tardias del bacteriofago son sintetizadas por la célula bacteriana utilizando la
informacién genética proporcionada por el acido nucleico del fago. Posteriormente
continta el periodo de maduracién que consiste en la combinacion irreversible del
material genético del bacteriéfago con una cubierta proteica. La particula madura

es, desde un punto de vista morfologico, un virus infeccioso tipico.

La eficiencia en la replicacion de los fagos depende tanto de la naturaleza del fago
en cuestidon como del tipo de huésped, ya que el proceso de replicacion depende
necesariamente de la maquinaria de este ultimo. La velocidad con que se replique
el ADN de un fago, se generen las proteinas de cubierta y se ensamble
determinaran lo que se conoce como periodo de eclipse, que se define como el
tiempo transcurrido desde la infeccion hasta la formacién de las particulas de fago
completas (infectivas) (Clokie & Kropinski, 2009). El tiempo que transcurre desde
la infeccion del huésped hasta la liberacion de las particulas de fago por la lisis del

huésped inducida por el fago se denomina periodo de latencia.

Liberacion de la progenie de fagos
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Finalmente, la célula hospedera se lisa debido a la presion osmaética sobre la
pared celular y la debilidad ocasionada por una proteina tardia, la endolisina, las
cuales difieren en su sitio de corte clasificAndose en diversos tipos: muramidasas,
endo-N-acetil glucosaminidasas, N-acetil-muramidasas, transglicosilasas vy
endopeptidasas, Proceso que culmina en la liberacion de los viriones infecciosos.
(Wong et al., 1994; Segundo et al., 2010; Jassim & Limoges, 2014; Barrera-Rivas
et al., 2015)

En éste dltimo paso, se liberan las particulas maduras que infectaran a otros
huéspedes y comenzaran un nuevo ciclo de lisis. El nimero de particulas que se
libera por cada bacteria infectada se denomina tamafio de explosion. Los tamafios
de explosion para diferentes fagos, o incluso para un mismo fago en diferentes

hospedadores, pueden variar desde algunas unidades hasta miles.

El tiempo que tarda la replicacion viral es variable, algunos de ellos pueden

replicarse en cuestion de minutos (alrededor de 30) (Segundo et al., 2010).
2.2.5.2 Ciclo lisogénico

El ciclo lisogénico, desarrollado por los fagos temperados comprende
practicamente los mismos pasos que el litico, pero después de la penetracion, él
acido nucleico del fago se inserta en el cromosoma bacteriano y se replica como si
fuera un gen mas de la bacteria por una o varias generaciones sin mayores
consecuencias metabdlicas para las bacterias, no obstante en éste ciclo, el fago
tras un proceso de dafio grave al material genético de la bacteria, puede salir del
cromosoma bacteriano y llevar a cabo un ciclo litico; este es un modo de infeccién

latente y ocurre con baja frecuencia (Segundo et al., 2010).
2.2.5.2.1 Terapia lisogénica

El fendmeno de lisogenia también provee inmunidad contra futuras infecciones por
fagos del mismo tipo, asegurando que solo hay una copia del fago por célula
bacteriana. La uUnica caracteristica de los fagos lisogénicos o temperados y el
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potencial para su explotacion ha sido demostrado en un sistema que restaura la
eficacia de los antibidticos por inversion de patégenos con resistencia a éstos.
Estos fagos estan genéticamente modificados para revertir la resistencia que

poseen los patégenos, restaurando asi su sensibilidad a los antibioticos.

A diferencia de la terapia de fagos convencional, el sistema no se basa en la
capacidad del fago para matar los agentes patdgenos en los hospederos
infectados, en su lugar, es la capacidad para incorporar las construcciones
genéticas en la bacteria y por lo tanto hacerlos sensibles a los antibioticos antes

de que la infeccién ceda.

La transferencia del casete de sensibilizacion por medio del fago construido
enriquecerda significativamente los patdgenos tratables con antibiéticos en los
hospitales. Esta podria ser la clave para la reutilizacién de antiguas generaciones
de antibitticos, conduciendo al uso de la biotecnologia de fagos sinérgicamente

con antibioticos (Jassim & Limoges, 2014).

2.3 Fagoterapia litica
2.3.1 Evolucién

Desde el descubrimiento de los bacteriéfagos por el bacteridlogo Frederick Twort y
el microbiélogo Félix d'Herelle, la idea de usar los fagos para combatir las
infecciones bacterianas era ya evidente. d'Herelle comenz6 a probar los efectos
terapéuticos que los fagos podian tener utilizando primero animales tales como
pollos y vacas, lo cual brind6 resultados exitosos. Posteriormente, se llevaron a
cabo pruebas en humanos y el desarrollo de la terapia se hizo mas extenso. La
fundacion del Instituto Eliava en 1923 fortalecio el desarrollo de la fagoterapia.
Durante la década de 1940, la compaiia farmacéutica Eli Lilly comenzé la

comercializacién de fagos en los EE.UU. Durante la Segunda Guerra Mundial, se
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utilizaron los fagos para tratar enfermedades bacterianas entre los soldados de la

ex Unidn Soviética, en particular la gangrena y la disenteria.

El desarrollo de los antibioticos en los afios 40s y 50s condujo a un retraso
temporal en la investigacion de la fagoterapia sobre todo en la region occidental.
En la ex Union Soviética, la investigacion en torno a los fagos continu6 debido a la
inaccesibilidad a los antibioticos. En 1989, con el colapso de la ex Union Soviética,
la terapia de bacteriéfagos vuelve a llamar la atencion en occidente; sin embargo,
algunas dificultades como la falta de controles en los ensayos europeos y la
carencia de detalle en su documentacion, se interpreta como falta de seriedad
limitando su aprobacion para el uso como agentes terapéuticos (Sulakvelidze et
al., 2001; Caplin, 2009).

En la actualidad, el incremento de bacterias multiresistentes a antibiéticos, ha
reavivado el interés en el desarrollo y el empleo de la terapia de fagos, no solo
para el tratamiento de patologias en humanos. La fagoterapia ha dispersado su
aplicacion en el tratamiento y profilaxis de patologias en animales, contaminacion
en alimentos, aplicacion en la agricultura y su aplicacion en la biologia molecular.
Incluso existen grupos de investigacion interesados en modificar fagos con
métodos de ingenieria genética para ser utilizados como vacunas o en el combate
del cancer. De manera reciproca, los avances en biologia molecular aunado a la
investigacion sobre biologia y ecologia de bacteriéfagos ha permitido el desarrollo
de métodos de purificacién y caracterizacion, con lo cual es posible obtener
bacteriéfagos altamente purificados para su uso terapéutico (Deresinski, 2009;
O’Flaherty, 2009; Kutateladze, 2010; Jassim & Limoges, 2014).

Hoy en dia la aplicacion de fagos se ha realizado por diversas vias resaltando
tépica y oral. Se ha limitado el uso de fagos intravenosos debido a que éstos
tienen el potencial de provocar respuestas inmunes, debido principalmente a su
contenido proteico, y como consecuencia, el sistema puede eliminar los

bacteriéfagos del cuerpo rapidamente. La interaccion entre los bacteridfagos y los

38



anticuerpos es preocupante porque si el bacteriéfago provoca una respuesta
mediada por anticuerpos, el tratamiento particular podria ser negado. Otra de las
preocupaciones sobre el uso de preparaciones intravenosas de fagos es la
probabilidad de que el paciente desarrolle la reaccién de Jarisch—Herxheimer,
shock sistémico resultante de la liberacion repentina de lipopolisacarido en el

torrente sanguineo durante la lisis de las bacterias susceptibles (Caplin, 2009).

En los dltimos afios el mayor aporte en la terapia de fagos ha sido realizado por el
Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy en Wroclaw, Polonia.
Se ha tratado alrededor de 2000 pacientes que padece una variedad de
infecciones que a menudo comprometen su vida, obteniendo resultados muy
positivos con una tasa global de éxito del 60-90% y no existen reportes graves de
reacciones adversas (Stone, 2002).

La eficacia de la terapia combinada de fagos y antibioticos contra infecciones in
vivo ha sido documentada por ensayos donde se ha demostrado que los fagos
toman ventaja de la alteracion de la pared celular bacteriana —tratada con
antibidticos— para incrementar su propia produccion y ademas acelerar la lisis de
las células infestadas; permitiendo a los fagos diseminarse mas rapidamente.
(Comeau et al., 2007; Krylov et al., 2011).

Hasta hace pocos afios, las terapias estaban basadas Unicamente en la
administracion de la particula completa del bacteri6fago, desde los afios 2000 se
ha iniciado también el estudio de la purificacion de enzimas liticas tales como

lisinas y holinas con el mismo fin (Fischetti, 2005; Barrera-Rivas et al., 2015).

2.3.2 Aplicacion de la fagoterapia en humanos

La literatura internacional contiene demasiados reportes sobre terapia de fagos en
humanos, la mayoria de las recientes publicaciones provienen de investigaciones

en Europa y la ex Union Soviética y solo pocos reportes de publicaciones en otros
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paises (Sulakvelidze, 2001). La mayoria de los reportes detallados en Inglés sobre
fagoterapia en humanos fueron realizados por Slopek y colaboradores quienes
publicaron una serie de articulos sobre la efectividad de los fagos contra
infecciones causadas por varios patdogenos bacterianos, incluidos resistentes a
antibioticos (Slopek 1983; Slopek1985).

Uno de los estudios mas extensivos que evaltan la utilidad de los fagos como
agentes terapéuticos para profilaxis de enfermedades infecciosas, fue conducido
por el instituto Thilisi, Georgia durante 1963-1964, involucrando fagos contra
disenteria bacteriana. Un total de 30,769 nifios de 6 meses a 7 afos de edad
fueron incluidos en el estudio. A un grupo de 17044 nifios se les aplicé fagos
orales contra Shigella y a otro grupo de 13,725 no se le aplico terapia fagica. Las
muestras fecales de los dos grupos fueron evaluadas para determinar la presencia
de Shigella spp. y otras bacterias inespecificas causales de diarrea. La incidencia
de disenteria fue menor en el grupo de nifios tratado con fagos respecto del grupo
placebo. La efectividad de los fagos fue mayor en nifios entre 6 meses y 1 afio de
edad y fue menor en nifios entre 5 a 7 afios, lo cual pudo deberse a la respuesta

inmune en las diferentes edades (Babalova, 1968).

En las tres ultimas décadas, las investigaciones en torno a la fagoterapia ha
incluido el aislamiento de nuevos bacteri6fagos contra microorganismos
multiresistentes y su aplicacidén en pacientes inmunocomprometidos. Zhukov et al.,
(1978) evaluaron 60 pacientes con infecciones supurativas ocasionadas por
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., E. coli, y Proteus sp. que fueron tratados
con fagos adaptados (fagos seleccionados contra cepas bacterianas aislados de
pacientes individuales) y comparados con preparaciones comerciales de fago,
obteniendo eficacia mayor en los fagos adaptados (Zhukov-Verezhnikov, 1978). La
fagoterapia también fue usada para tratar 223 pacientes con infecciones pleurales
y de pulmon, los resultados fueron comparados con 117 casos donde se usaron
antibioticos. La recuperacion total fue observada en 82% de los pacientes en el

grupo tratado con fagos, en los pacientes tratados con antibitico se obtuvo una
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recuperacion de solo el 64% (Meladze, 1982). La fagoterapia ha sido utilizada para
tratar infecciones postoperatorias. Kochetkova et al., (1989) evaluaron este tipo
de infecciones ocasionadas por Staphylococcus sp. y Pseudomonas sp. en 131
pacientes con cancer, obteniendo un éxito en el 82% de los casos mientras que el

tratamiento con antibiéticos tuvo éxito en el 61% de ellos.

Los fagos han sido utilizados tanto en lesiones internas como externas. En 1992,
diversos fagos fueron reportados por ser efectivos en un tratamiento de 109
pacientes con infecciones de piel y mucosa nasal ocasionadas por Klebsiella
ozaenae, K. rhinoscleromatis, y K. pneumoniae (Bogovazova, 1992). Frecuentes
abscesos subrenales ocasionados por cepas de E. coli resistentes a antibidticos
fueron tratados exitosamente con terapia de fagos (Kwarcinski, 1994). En 1999,
una terapia oral de fagos administrada a pacientes recién nacidos con meningitis
cerebro espinal ocasionada por K. pneumoniae, fue exitosa después de una
terapia fallida con antibidticos (Stroj, 1999). En 2005, se probé la seguridad del
uso del bacteriofago T4 contra E. coli en casos de disenteria en humanos
voluntarios, resultando exitoso en la mayoria de los casos (Bruttin y Brissow,
2005). En 2008, se aplicé un coctel de 6 fagos contra Pseudomonas aeruginosa
para tratar infecciones crénicas de oido interno, obteniendo resultados positivos en
cuanto a su eficacia y seguridad. Un concepto similar involucro la nebulizacion de
bacteriofagos contra Burkholderia cepacia para tratar la fibrosis quistica
(Golshahi et al., 2008).

2.3.3 Aplicacion de la fagoterapia en infecciones causadas por S. aureus

De acuerdo con informes recientes de la Organizacion Mundial de la Salud, en
Estados Unidos de América, mueren anualmente aproximadamente 14 000
personas por infecciones resistentes a los medicamentos. Internacionalmente el
60 % de las infecciones reportadas son resistentes a los agentes antimicrobianos.
En América Latina, las cepas bacterianas mas peligrosas han sido denominadas

ESKAPE: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella sp.,
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Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. (Boucher,
2009; Kutateladze, 2010)

Una de las medidas para el control de infecciones causadas por S. aureus es el
control biolégico mediado por bacteriéfagos. Desde los inicios de la terapia, Twort
(1915) observo su actividad sobre S. aureus (O’Flaherty, 2009). La importancia de
éste patdgeno en patologias tanto de animales como de humanos ha impulsado la

continua busqueda de avances en la fagoterapia.

Weber-Dabrowska, trat6é infecciones supurativas ocasionadas por Staphylococcus
y varias bacterias gram negativas administrando fagos, los cuales fueron exitosos
en el tratamiento de 56 pacientes (Weber-Dabrowska,1987). En el 2006, Marza et
al. aplicaron en Texas, Estados Unidos de América, un coctel de 8 fagos dentro
de los cuales dos eran destinados al tratamiento de S. aureus en ulceras

infectadas en pierna (Marza et al., 2006).

Con el surgimiento de cepas de S. aureus resistente a antibiéticos, se potencializa
el estudio de tratamientos alternativos. En el 2006, el bacteri6fago Msa fue
probado contra cepas de S. aureus meticilina resistentes (MRSA) inoculadas en
raton, obteniendo la muerte de la bacteria intracelular tanto in vivo como in vitro,
en el mismo estudio se observdé que dicho fago previene la formacion de
abscesos, con lo cual se sugiere su uso para control tanto local como sistémico
(Capparelli et al., 2006).

En el 2009, Garcia et al., aislaron una coleccidon de fagos representativos contra S.
aureus de muestras de leche infectadas como un avance para el desarrollo de
estrategias antimicrobianas con aplicacion en la preservacion de alimentos. Los
hallazgos sugieren la efectividad de los fagos en algunos tipos de leche para
inhibir el patégeno blanco que es causa frecuente de mastitis y contaminacion de
la leche (Garcia, 2009).
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El L. Hirszfeld Institute posee 11 bacteriéfagos polivalentes con amplio espectro de
actividad. Los fagos fueron examinados por su actividad litica contra cepas MRSA
aislados de pacientes humanos. De aqui surge una preparacion que contiene tres
fagos que causan la lisis total de cepas MRSA (Kutter, 2010).

En los dltimos afios, Intralytix como parte de sus investigaciones estudia el
desarrollo de un producto como el generado por el Instituto Thilisi denominado
PhagoBioDerm™ el cual es un polimero de matriz biodegradable a base de
poliéster amida, impregnado con bacteriéfagos para ser usado via topica en
pacientes con infecciones dérmicas contra cinco microorganismos, entre los

cuales el género Staphylococcus forma parte (Segundo et al., 2010).

En el tratamiento de patologias en animales causadas por S. aureus tales como la
mastitis, Kwiatek et al., caracterizaron un fago litico aislado de mastitis bovina,
concluyendo que es un fago similar a los ubicados en la familia Myoviridae (Twort,
K, G1, 812) que han sido utilizados de forma exitosa en la fagoterapia (Kwiatek,
2011).

En 2014, se administré un coctel de fagos a diversas dosis, los cuales fueron
efectivos para prevenir y controlar infecciones localizadas ocasionados por MRSA,
su actividad fue similar a la de vancomicina y clindamicina. La dosis Unica del
coctel de fagos no logré controlar la infeccidn localizada; asimismo, la fagoterapia
no resulté efectiva en infecciones sistémicas. La explicacion la podemos encontrar
en la depuracién de fagos por el sistema inmune del hospedero, principalmente el
sistema fagocitico mononuclear y los anticuerpos, que reducen su concentracion a

niveles que impiden controlar la infeccion bacteriana (Tamariz et al., 2014).

En 2015, Pincus et al evaluaron la eficacia, seguridad y viabilidad comercial de
fagos para el tratamiento de infecciones por S. aureus utilizando el fago comercial

SATA-8505. Se encontré que dicho fago controla efectivamente el crecimiento y
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reduce la viabilidad de S. aureus tanto in vitro como en infecciones de piel en ratén
(Pincus, 2015).

En los ultimos 5 aflos se han utilizado las lisinas provenientes de fagos en
animales de experimentacion con el objetivo de eliminar S. aureus de las fosas
nasales (Fenton et al., 2010), el tratamiento de infecciones sistémicas y la

eliminacién de la bacteria en piel (Gu et al., 2011; Pastiaga et al., 2011).
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[l. JUSTIFICACION

En Michoacan, la ganaderia como actividad productiva es un sistema de economia
familiar y base sociocultural de una amplia poblacion campesina. Tarimbaro es
uno de los municipios cercanos a la ciudad de Morelia, que produce 12,163, 000
litros de leche (346 427 toneladas) al afio convirtiéndose en el municipio nimero
uno de produccién lechera en la zona (SIAP, 2014). Los sistemas de produccion
se caracterizan por unidades pequefias consideradas como granjas familiares o de
traspatio. SE ubican en los corrales o traspatios de las viviendas, con ordefio
manual y venta de leche bronca sin ningun control sanitario (Magafia y Montafiez,
2005).

La mastitis bovina, es la infeccibn que mayores pérdidas econémicas causa a la
industria lechera. En México las pérdidas econdmicas por mastitis bovina han sido
cuantificadas hasta por un monto de $1,700.00 a $2,000.00 pesos anuales por
vaca (Wolter et al., 2004). Staphylococcus aureus es el principal agente causal de
mastitis bovina. Su diseminacién causa un grave problema de salud publica ya
que este microorganismo también coloniza en humanos. Su control y tratamiento
han fracasado, debido a la diversidad de cepas existentes y a la ubicuidad del
microorganismo y a los altos niveles de resistencia a antimicrobianos (Amorim et
al., 2007; Dixon, 1995; Enright et al., 2000; Feil et al., 2003; Horan et al., 1992;
Zadoks et al., 2000).

En el laboratorio de epidemiologia molecular y biotecnologia de las enfermedades
infecciosas, se ha aplica la epidemiologia molecular para identificar y caracterizar
de forma puntual a los microorganismos responsables de las enfermedades
infecciosas y asociar con variables de riesgo potenciales como sus fuentes fisicas
de aislamiento, sus caracteristicas biolégicas, y la ruta de transmision. Ademas, de
caracterizar los genes responsables de la virulencia y los determinantes que
confieren resistencia a antibioticos.

La mayor prevalencia corresponde a la mastitis subclinica (60.41%), donde
Staphylococcus aureus se presentd con una prevalencia de 16.36 % en el sistema
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de produccion de granjas familiares (Bautista et al., 2013). La caracterizacion
molecular de los aislados basados en la comparacion de alelos de genes de
metabolismo primario mediante la técnica de MLST ha permitido la asociacion de
éstos de acuerdo al denominado ST. El analisis de los STs de aislados locales en
la base de datos global ha permitido obtener que algunos de estos genotipos (ST-
8) han sido reportado solo a infecciones de comunidad en humanos, lo cual
sugiere una transmisién entre hospederos, representando un riesgo para la salud
publica. Permitié ubicar STs locales previamente reportados en animales de granja
(ST-97 y ST-352) y leche de bovino (ST-126). La caracterizacion de genes de
virulencia como el gen que codifica para la proteina A ha permitido encontrar
diferencias genotipicas en aislados, incluso en aquellos ubicados en el mismo

complejo clonal mediante la caracterizacion con MLST.

La resistencia a antibiéticos, principalmente B-lactamicos, en cepas de S. aureus
asociadas significativamente a la mastitis subclinica bovina, dificulta su
tratamiento. Ademas, es importante considerar que en los sistemas de produccién
lechera de traspatio, las condiciones higiénicas son minimas y el contacto por el
ordefio manual, pueden incrementar el riesgo de transmision de nuevas cepas
(Bautista et al., 2014).

La realizacién de un estudio epidemiol6gico molecular que identifique las cepas
prevalentes en las zonas lecheras con sistemas familiares, contribuye en el disefio
de estrategias de prevencion y control que disminuyan el riesgo de diseminacion

de S. aureus en los animales y los humanos dentro del ecosistema productivo.

La fagoterapia o terapia con bacteriofagos es una opcion para el control de este
patogeno, utilizada desde principios de 1900 y relegada ante la creciente
comercializacion de antibiéticos (Sulakvelidze, et al., 2001) y de la estricta
regulacion por las leyes nacionales e internacionales (Parracho, et al., 2012).
Recientemente se han incrementado las investigaciones alrededor del mundo
enfocadas en el uso de bacteri6fagos como agentes antibacterianos para un

amplio rango de aplicaciones. El incremento en la incidencia de bacterias
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patdogenas multiresistentes a antibidticos ha justificado la revaloracion de los

bacteriéfagos como agentes antibacterianos (O’Flaherty et al., 2009).

En este trabajo, se presenta una estrategia integral que conjunta el analisis
epidemiologico molecular como una herramienta para la seleccion de cepas con
caracteristicas epidemiologicas importantes, y la seleccién de bacteriéfagos liticos

utilizando estas cepas.
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IV. HIPOTESIS

En muestras ambientales existen bacteri6fagos especificos que lisan a cepas
epidemiologicamente relevantes de Staphylococcus aureus causantes de mastitis

bovina.

V. OBJETIVOS

General

e Aislar y caracterizar bacteriéfagos que lisen a cepas epidemiolégicamente

relevantes de Staphylococcus aureus asociadas a mastitis bovina.

Especificos

e Establecer las condiciones para el aislamiento y reproduccion de los
bacteriéfagos liticos contra cepas de relevancia epidemiologica de
Staphylococcus aureus.

e Caracterizar por rango de hospedero los bacteriéfagos aislados.

e Caracterizar mediante RFLP los genomas de los bacteriéfagos aislados.

e Evaluar de la estabilidad de los bacteridfagos aislados a pH y temperatura.
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VI.  METODOLOGIA

6.1 Seleccion y activacion de cepas

Las cepas de S. aureus con las que se trabajé pertenecen a la coleccion del
laboratorio de epidemiologia molecular y biotecnologia de las enfermedades
infecciosas del centro multidisciplinario de estudios en biotecnologia, Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo. Las cepas epidemiolégicamente relevantes se seleccionaron tomando en
consideracion la previa caracterizacion por MLST, Spa-typing y el perfil de
resistencia a antibidticos. La activacion de las cepas se realiz6 en agar sal y
manitol, ya que estudios recientes reportan este medio de cultivo éptimo para el

aislamiento y caracterizacion morfologica de S. aureus (Bautista-Trujillo, 2013).
6.2 Muestreo de bacteriofagos

Un tubo Falcén estéril de 50 ml se sumergio por debajo del nivel de la superficie
del liquido (tanques de almacenamiento de aguas residuales, leche del tanque,
aguas residuales de granja de traspatio, etc.) y se transportd en hielo al
laboratorio. El volumen se dividié en dos tubos Falcon de 50 ml, los cuales se
equilibraron en la campana de flujo laminar. Se centrifugaron a 4000 rpm por 15
minutos o 10 000 rpm por 5 minutos, de preferencia en refrigeracion. El
sobrenadante se recuperé y se adicionaron 100 pl de cloroformo por cada 10 ml
de sobrenadante. Se incub6 en agitacion por 20 minutos a 120 rpm y se centrifugo
nuevamente en las condiciones antes mencionadas. El sobrenadante se filtr6 a
través de una membrana Millipore de 0.22 um vy se almacené a 4°C. Para
preservacion a largo plazo, se agregé un volumen de glicerol estéril (concentracién
final, 50%), se homogeniza perfectamente, se congela en nitrégeno liquido y se

almacenod a -80°C.
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6.3Enriquecimiento de bacteriéfagos

Cepas de S. aureus perfectamente caracterizadas se crecieron durante toda la
noche a 37°C en agitacion a 200 rpm en tubos de cultivo con 3 ml de medio de
cultivo 2xYT* (triptona, 16g/L; extracto de levadura, 10g/L; NaCl, 5g/L). *[El medio
2XYT se prepar6 aparte y al momento de usar se adicion6 el CaClz y el MgSOas a
partir de soluciones madre estériles de 100 mg/ml]. Del cultivo de toda la noche se
tomaron 150 pl y se inocularon en 3 ml del medio 2xYT adicionado con CaCl2 10
mM y MgSO4 10 mM (2xYT¢). Se adicionaron 150 pl del filtrado de bacteriéfagos y
se incubaron por toda la noche a 37°C en agitacion a 200 rpm. El cultivo
clarificado por la lisis de las bacterias se centrifugd a 4000 rpm por 15 minutos o a
12 000 rpm por 5 minutos. Al sobrenadante se adiciond 100 pl de cloroformo por
cada 10 ml de sobrenadante, se incub6 en agitaciéon por 20 minutos a 120 rpm y
se centrifugd nuevamente en las condiciones anteriormente mencionadas. El
sobrenadante se filtr6 a través de una membrana Millipore de 0.22 pm (GSWP
02500). Al filtrado se adicion6 100 pl de cloroformo por cada 10 ml de
sobrenadante y se almacené a 4°C. Para preservacion a largo plazo, se agrego un
volumen de glicerol estéril (concentracion final, 50%), se homogeniz6

perfectamente, se congel6 en nitrdgeno liquido y se almacené a -80°C.
6.4 Aislamiento de bacteri6fagos

De cultivos de S. aureus de toda la noche en 3 ml de medio 2xYT¢, se agregaron
100 ul a 3 ml de 2xYTé-top agar (2xYT¢ con 7g/l de agar) fundido y atemperado a
45°C. La mezcla se vertio en placas de agar 2xYT¢ (2xYT¢ con 15 g/l de agar)
cuidando la orientacion de la placa en la campana. Lo anterior para garantizar que
el agar base y el de cobertura tenga la misma inclinacién y por lo tanto sean de
grosor homogéneo. Una vez gelificados ambos medios, se adicionaron alicuotas
de 15 pl a partir de diluciones seriadas de los fagos. Se incub6 por toda la noche
a 37°C. Las placas liticas obtenidas se aislaron utilizando como sacabocado una
puntilla de 1000 pl (azul) con la punta recortada. El trozo de agar se suspendi6 en
amortiguador SM (Tris-HCI 20 mg/l, MgSOa4 10 mg/l, CaCl2 10 mg/l, NaCl 100 mg/l;
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pH 7.5). Se afiadieron 100 ul de cloroformo por cada 10 ml de sobrenadante para

preservacion a 4°C o un volumen de glicerol para preservacion a -80°C.
6.5 Determinacion de viabilidad de S. aureus a D.O. 0.5

Se creci6 la bacteria a 37°C en agitacion constante por toda la noche en medio
2XYTQ. Se Tomo una alicuota de 100pl del cultivo de toda la noche e inocul6 en
3ml de medio fresco. Se incubd a 37°C en agitacion constante por 2-3 horas
hasta alcanzar una D.O. de 0.5 a una longitud de onda de 595nm. Se realizaron
diluciones seriadas base 10. De las diluciones anteriores se inocularon 15 ul por
alicuota sobre agar 2xYT@. Las placas de agar se Incubaron toda la noche a
37°C. La cuantificacion de UFC se realiz6 considerando la diluciébn que permita

contar entre 30-50 UFC) y se ajusté a UFC/mI mediante el programa Excel 2007®.
6.6 Determinacion de titulos 1

Para obtener el titulo de los bacteri6fagos, de cultivos de S. aureus de toda la
noche en 3 ml de medio 2xYT¢, se agregaron 100 ul a 3ml de 2xYT¢-top agar
(2xYT¢ con 7g/l de agar) fundido y atemperado a 45°C, el cual se vertié en placas
de agar 2xYT¢ (2xYT¢ con 15 g/l de agar) cuidando la orientacion. Sobre la
superficie del 2xYT¢-top agar, se aplicaron alicuotas de 15 pl de diluciones de
cada uno de los bacteriéfagos aislados. Se incubaron por toda la noche a 37°C y

se cuantifican la UFP/ml.
6.7 Determinacioén de titulos 2

Para obtener el titulo de los bacteriéfagos, de cultivos de S. aureus de toda la
noche en 3 ml de medio 2xYT¢, se agregaron 100 ul a 3ml de 2xYT¢-top agar
(2xYT¢ con 7g/l de agar) fundido y atemperado a 45°C, a lo anterior se afiadieron
100 pl de las diluciones seriadas del bacteriéfago. La mezcla anterior se vertié en
placas de agar 2xYT¢ (2xYT¢ con 15 g/l de agar) cuidando la orientacién para

homogenizacion en el grosor del agar.
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6.8Determinacion del rango de hospedero (Prueba de la gota)

El rango de hospedero se determiné inoculando 10 pl de una suspension de
bacteriéfagos ajustada a 1X108 UFP/ml sobre 1X108 UFC (Aproximadamente DO
0.5) de S. aureus en 2xYT¢-top agar. Las cepas de S. aureus correspondieron con

los genotipos prevalentes.
6.9 Extraccion de material genético

La extraccién del material genético se llevd a cabo con algunas adecuaciones al
protocolo descrito por Sambrook. Se increment6 el titulo de fagos en medio liquido
adicionando 200 pl de fagos en un titulo de 10°-108 UFP/ml a 4ml de medio 2xYt
enriquecido con 10mM de CacClz previamente inoculado e incubado hasta alcanzar
una D.O. (595nm) de 0.5. Se Incub6 a 37 °C durante 5 horas para obtener un

medio clarificado caracteristico de lisis bacteriana total.

El cultivo clarificado se adicion6 a 50 ml de medio 2xYt enriquecido con 10mM de
CacClz previamente inoculado e incubado hasta alcanzar una D.O. (595nm) de 0.5.
Nuevamente se incub6 a 37 °C de 5 horas a toda la noche para lisis total. El
cultivo clarificado se centrifugd a 4000 rpm/10 min. Al sobrenadante se adicioné
1ml de cloroformo y se agité por 10 min. Se adicionaron los gramos necesarios de
NaCl para alcanzar una concentracién 1M y se dej6 a 4°C durante 1 hora. Se
Centrifug6 a 4000 rpm/10 min y al sobrenadante colectado se adicioné PEG 8000
a razon de 0.1g/ml. Se Agité durante 30 min a temperatura ambiente (2' en
agitador a 37°C y el resto manualmente a intervalos de 5 min). Se Incub6 a 4°C
durante 2 horas y posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm/20 min. Se eliminoé el
sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 8 ml de buffer SM. Se adicioné
DNAsa (1pg/ml 6 1U/8ml) y RNAsa (1pug/ml) y se incubé a 37 °C durante 1 hora
(revisar caracteristicas propias de cada enzima). Se agregaron 15 ul de EDTA
0.5M para una posterior centrifugacion a 25 000 rpm/ 2 horas a 4°C. Se
resuspendio la pastilla en 1 ml de buffer SM. Se dividié en 2 alicuotas de 0.5 mly

se extrajo una vez con 100 pul de cloroformo.
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Se adicionaron al sobrenadante 3.5 pl de SDS 20% y 15 ul de EDTA 0.5 M e
inmediatamente incubar a 68°C durante 30’. Se extrajo dos veces la fase acuosa
con soluciéon de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:25:1). Entre cada
extraccion y/o lavado se centrifugé 15 000 rpm durante 15 min. Se extrajo
nuevamente la fase acuosa con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se repitieron
los dos pasos anteriores hasta obtener sobrenadante transparente. Se adicionaron
0.2 volumenes de acetato de amonio 10 M y 2 volumenes de etanol absoluto para
una posterior incubacion a -20°C durante 1 hora. Se lavo la pastilla 2 veces con
etanol 70% y se dejo secar al aire. Se adicionaron 100 pl de buffer TE 101 justo
antes de que el tubo se secara completamente. Los tubos con el material genético

se almacenaron a 4°C para su conservacion.

6.10 Identificacién de material genético

Para conocer el tipo de material genético se realizaron digestiones con las
enzimas DNasa y RNasa (Promega ®). Se prepararon las reacciones utilizando 1
pHg del material genético y se complementaron como se indica en las hojas
técnicas de las enzimas (Tabla 4; Tabla 5). Las reacciones se homogenizaron por
pipeteo, se concentraron con un pulso en la centrifuga y se incubaron a 37°C
durante una hora. Para observar la digestion se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1% seguido de una tincion con bromuro de etidio para la
observacion mediante luz UV. Se realiz6 una edicion de la imagen obtenida

utilizando azul sobre negro para una mejor nitidez de bandas.

Tabla 4 Componentes de reaccion para digestion con DNasa ® Promega

Componente Cantidad
Material genético en agua o buffer TEion 1-8 ul
Buffer de Rx 10x 1l
DNasa libre de RNasa 1U/ug de material genético
Agua libre de nucleasas CSS 10yl
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Tabla 5 Componentes de reaccion para digestion con RNasa® Promega

Componente Cantidad
Material genético en agua o buffer TE1o1 1-8 ul
Buffer de Rx 10x 1l
RNasa A 1 pl /ug de material genético
Agua libre de nucleasas CSS 10l

6.11 Caracterizacion molecular de bacteriofagos

La caracterizacion molecular se llevo a cabo mediante la técnica de polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) utilizando las enzimas de
digestién Xba I, Hind lll, Eco RI, Pst | y Kpn |. Las reacciones se prepararon con
base en lo establecido en la hoja técnica de cada enzima (Tabla 6). Las
reacciones se homogenizaron por pipeteo, se concentraron con un pulso en la
centrifuga para posterior incubacion a 37°C durante una hora. Para obtener el
patrén de corte se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% seguido de
una tincion con bromuro de etidio para la observacion mediante luz UV. Se realiz6
una edicion de la imagen obtenida utilizando azul sobre negro para una mejor

nitidez de bandas.

Tabla 6. Componentes de reaccion para digestiéon con enzimas ®Promega

Componente Cantidad
Agua desionizada estéril CSS 20 pl
Buffer RE 10X 2l
BSA acetilado 10ug/ul 0.2 ul
DNA 1 pg/ul 1-8 ul
Enzima de restriccion 10U/ pl 0.5l
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6.12 Determinacion de estabilidad de los bacteriéfagos a

temperatura

Para determinar la estabilidad de los bacteri6fagos a la temperatura, los
bacteriofagos aislados se suspendieron en agar SM, se realizaron diluciones para
determinar aquella que proporcione UFP susceptibles de cuantificar. Las
diluciones de los fagos se incubaron a 4°C, 37°C, 50°C, 60°C y 70°C. Se tomaron
alicuotas después de los 5, 15, 40 y 60 minutos para ser titulados por el método

de agar doble capa.
6.13 Determinacion de estabilidad de los bacteriéfagos a pH

Para evaluar la estabilidad de los bacteri6fagos al pH, las diluciones de los
bacteriofagos aislados que proporcionara UFP susceptibles de cuantificar se
adicionaron a tubos que previamente contenian TM (50 mM Tris, 10 mM MgSOa)
de diferentes valores de pH (2-11 que se ajusté usando NaOH o HCI). Se titul6 el
tiempo cero, posteriormente se incubaron por 1 hr a 37°C y se titulé6 nuevamente
por el método de agar doble capa (Kwiatek, 2011; Ma, 2008).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Seleccion y activacion de cepas

Staphylococcus aureus, microorganismo que es un constituyente de la flora
normal de animales y humanos, causal de problemas de salud en los mismos.
Patogeno presente en alimentos y razon de enfermedades severas en pacientes
hospitalarios. En América Latina, S. aureus es una de las cepas bacterianas mas
peligrosas (Boucher, 2009; Kutateladze, 2010). En la actualidad es foco rojo de
investigacion debido a la aparicion de cepas con un incremento en la resistencia a
antibioticos (Bautista-Trujillo 2014).

De la coleccion de aislados de S. aureus que se tiene en el laboratorio de
epidemiologia molecular y biotecnologia de enfermedades infecciosas, se
seleccionaron 12 que en su mayoria corresponden a la region de Tarimbaro. Para
la eleccidn de los 12 aislados se tomaron como criterios de eleccion: 1) Origen del
aislado, 2) Caracterizacion por MLST, 3) Caracterizacion por spa-typing y 4)
patron de resistencia a antibidticos. Estos aislados fueron obtenidos de bovinos
con mastitis clinica y subclinica; ademas se incorporé una referencia de
infecciones en humanos. Considerando la caracterizacion por MLST, los 12
aislados elegidos se asocian en 6 genotipos diferentes. La cepa MRI-14 aislada de
mastitis bovina subclinica, NCTC 8325 la cual es cepa de referencia en humanos y
ATCC27543 de referencia aislada de mastitis bovina clinica poseen ST-8 el cual
se ha reportado solo a infecciones de comunidad en humanos lo cual sugiere una

transmision entre hospederos representando un riesgo para la salud publica.

Las cepas MRI-150 y MRI-149 aisladas de mastitis bovina subclinica y leche
respectivamente poseen ST-97 el cual se consider6 un ST local y reportados en la
base de datos global http://www.saureus.mist.net previamente en animales de
granja, sin embargo, la leche proveniente de animales contaminados podria actuar
como vehiculo de transmision de estos genotipos ocasionando patologias de

comunidad en humanos, fenémeno similar al observado con el ST8. Las cepas
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MRI-166 y MRI-171 aisladas de mastitis bovina poseen un ST-352 que al igual que
el ST-97 son asociados globalmente como un ST local asociado a animales de
granja. Las cepas MRI-147 y MRI-157 aisladas de muestras de leche poseen un
ST-126, el cual ha sido reportado previamente en aislamientos de leche de bovino
y que ademas se comporta como fundador del CC126. LA cepa MRI-148 posee
una NST-1 la cual no ha sido reportada en bases de datos globales y por tanto
sugiere un nuevo genotipo al igual que la cepa MRI-156 la cual posee una NST-2

ademas de ser el Unico aislado de mastitis clinica.

Considerando la caracterizacibn por spa-typing las cepas se asocian en 7
genotipos, lo que marca diferencias puntuales en algunos genes tales como el
que codifica para un factor de virulencia como lo es la proteina A y permite
diferenciar cepas que pertenecen al mismo complejo clonal. La cepa MRI-151 ha
sido ubicada como Staphylococcus sp ya que cumple los parametros bioquimicos
para ser clasificada como S. aureus, sin embargo, no ha sido caracterizada
molecularmente como tal; en la base de datos de secuencias de ARNr 16S del
género Staphylococcus no presenta homologia suficiente con especies conocidas,
por lo que se cree pueda ser una nueva especie. El criterio de eleccién para
incorporarla dentro de las cepas utilizadas en este trabajo es debido a su
multiresistencia a antibioticos (8). El perfil de resistencia es variable y abarca de 1
a 8 antibidticos dentro de los que destacan Aminocumarinas [Novobiocina (NB)],
Aminoglucosidos [Gentamicina (GM)], B-lactamicos [Oxacilina (OXA) y Cefoxitina
(FOX)], Cloranfenicol (C),Glicopeptidos [Vancomicina (VA)], Lincosamidas
[Lincomicina (L) y Clindamicina (CC)], Macrolidos [Eritromicina (E)] VY
Oxazolidinonas [Linezolida (LZD)] (Tabla 7).
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Tabla 7 Cepas de S. aureus. Criterios de seleccién para utilizarse en el desarrollo del proyecto. MSC:

Mastitis subclinica, MC: Mastitis clinica, ST: Secuencia tipo, NST: Nueva secuencia tipo

Aislados Origen Region Secuencia spa- tipo Resistencia a
Tipo (ST) antibidticos
MRI-14 Leche/MSC Tarimbaro ST-8 - 3 (NB, OXA, L)
MRI-150 Leche/MSC Tarimbaro ST-97 t4570 3 (NB, GM, FOX)
MRI-156 Leche/MC Tarimbaro NST-2 1605 4 (NB, GM, FOX, E)
MRI-166 Leche/Mastitis Tarimbaro ST-352 t267 1(GM)
MRI-171 Leche/Mastitis Yuriria Gto. ST-352 t267 2(GM, FOX)
NCTC 8325 Referencia ST-8 1211 -
Humanos
ATCC 27543 Leche/MC ST-8 t008 2 (NB, GM)
MRI-157 Leche Tarimbaro ST-126 - -
MRI-147 Leche Tarimbaro ST-126 t605 4 (NB, GM, FOX,
VA)
MRI-148 Leche Tarimbaro NST-1 1693 4 (NB, FOX, VA, CC)
MRI-149 Leche Tarimbaro ST-97 11965 5 (NB, FOX, VA, CC,
E
MRI-151 - - 8 (NB, GIVI), FOX, C,
CC, L, E, LZD)

7.2 Muestreo de bacteri6fagos

Para aislar los bacteriofagos el muestreo se realiz6 en repetidas ocasiones,
sumergiendo los tubos falcon estériles como lo descrito en el protocolo en tanques
de leche recién ordefiada, leche almacenada, estiércol seco, estiércol fresco,
aguas residuales de establo y granja, bebederos temporales y fijos, todo lo
anterior de producciones lecheras de traspatio (Fig. 4). Debido a que no se
lograban aislamientos de bacteriéfagos en muestras de producciones de traspatio
en cercania con el origen de los aislados, también se muestrearon las plantas
tratadoras de aguas residuales (PTAR) “Las Garzas” (PLG) y “San Pedrito” (PSP)
ubicadas en la periferia del lago de Patzcuaro. No se muestreo las plantas
tratadoras de Morelia, debido a que no se nos proporcioné acceso. El muestreo de
las PTAR se llevé a cabo en los tanques de llegada como de los reactores
bioldgicos, en los meses de julio y diciembre (Fig.5 y 6). Las muestras fueron

procesadas mediante el protocolo antes mencionado, que incluye cloroformo para
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la eliminacion de material liposoluble tales como bacterias y bacteriéfagos con

membrana. Este reactivo se afiadié también para su almacenamiento a 4°C.

Los bacteriéfagos fueron obtenidos en el muestreo de la PTAR “San Pedrito”

(tanque de llegada) en el mes de diciembre (Tabla 8).

Se solicitaron muestras de la PTAR de hospital, sin embargo estas no cumplian
con la normatividad ante COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion contra

Riesgos Sanitarios) y nos fueron rechazadas.

Fig. 4 Muestreo en produccién lechera de traspatio, comunidad de Téjaro, Michoacan.
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Fig. 5 Muestreo en planta tratadora de aguas
residuales "Las Garzas” Patzcuaro, Michoacan.  residuales "San Pedrito" Patzcuaro, Michoacan.

Fig. 6 Muestreo en planta tratadora de aguas

Tabla 8 Relacion de sitios de muestreo para la obtencion de fagos. PSP: Planta “San Pedrito”; PLG:
Planta “Las Garzas”.

Muestra No. Fagos Muestra No. Fagos
aislados aislados

Leche recién ordefiada- 0 Agua residual de llegada 0

Téjaro PSP (03/14)

Leche almacenada 0 Agua residual de llegada 0

Téjaro PLG (03/14)

Agua residual de granja- 0 Agua residual de llegada 0

Téjaro PSP 07/14)

Estiércol fresco- Téjaro 0 Agua residual de llegada 0
PLG (07/14)

Estiércol semi-humedo- 0 Agua residual de llegada 28

Téjaro PSP (12/14)

Bebederos temporales- 0 Agua residual de RB02 PSP 0

Téjaro (12/14)

Bebederos fijos- Téjaro 0 Leche recién ordefiada- 0
Péatzcuaro (12/14)

Agua residual de 0

establo-Téjaro

7.3 Enriquecimiento y Aislamiento de bacteri6fagos

Para enriquecer o incrementar los titulos de los bacteri6fagos presentes en la
muestra con las cepas de S. aureus previamente seleccionadas. Se realiz6 una

mezcla de todas las cepas (Tabla 12) con la finalidad de incrementar la posibilidad



de aislamiento de bacteriéfagos. Las muestras de agua de llegada y del RB-02 de
la PTAR “San Pedrito” asi como una muestra de leche de una produccion de
traspatio fueron incorporadas por separado a la mezcla de cepas bajo los
tratamientos con cationes divalentes (Ca*? 10mM, Mg*? 10 mM y la combinacién
de estos a una concentracion de 5mM cada uno). De estos enriquecimientos se
tomaron alicuotas a los 1, 3 y 8 dias de incubacion a 37°C. Se extendié a 3y 8
dias con la finalidad de forzar a la bacteria a expresar profagos, si éstos se

encontraban presentes (Fig. 7).

Muestras

Mezcla de
cepas

2 +2
Ca M 5mM
| CaCl, 10mm | MgS04 10mm | P

Fig. 7 Esquematizacion de enriquecimiento para obtenciéon de fagos. Muestras: leche, agua de llegada,
agua de RB-02. Mezcla de cepas: MRI-14, MRI-147, MRI-148, MRI-149, MRI-150, MRI-151, MRI-156, MRI-
157, MRI-166, NCTC 8325y ATCC 27543

Se obtuvieron placas liticas o calvas de 0.1 mm, circulares, de bordes definidos y
totalmente clarificadas en los enriguecimientos del agua de llegada de la PTAR
con Ca*? 10mM y una disminucién muy visible de ésta muestra con cationes
combinados, cabe destacar que con el Mg*? 10mM no se obtuvo ninguna placa

litica.
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Fig. 8 Aislamiento de Placas liticas mediante agar doble capa. a) Aislamiento
utilizando CaClz2 10mM b) Aislamiento utilizando CaCl2 5mM/ MgSO4 5mM

Se aislaron un total de 28 placas liticas, 25 de ellas con la concentraciéon de Ca*?
10mM y solo 3 con 5mM de la combinacién de cationes. La cepa de origen de
cada una de las placas se muestra en la Tabla 9. Las cepas de S. aureus pese a
poseer ST diferentes, 3 de ellas pertenecen al mismo complejo clonal (CC5,
subtipos 97 y 126).
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Tabla 9. Origen de los fagos aislados y morfologia de placas liticas

Cepade Muestra de Tratamiento No. De fado Total de Morfologia de
aislamiento aislamiento ) 9 Placas liticas placas liticas
MRI-166 Agua g‘?sgegada Ca*2 10mM 14 4
MRI-150 Agua ges::l)egada Ca*2 10mM 5-11 8
Calvas
MRI-150 Agua de llegada Ca*? IMg*? 12 1 circulares
PSP smM totalmente
i Agua de llegada 2 ) clarificadas de
MRI-151 PSP Ca*2 10mM 13-20 9 o.1mm de
Agua de llegada ~ Ca*2 /Mg*? diametro 'y
MRI-151 PSP 5mM 21 1 bordes
definidos
MRI-171 Agua g%gegada Ca*2 10mM 22-27 7
i Agua de llegada Ca*? IMg+*2
MRI-171 PSP 5mM 28 1

Se aislaron 28 bacteriéfagos liticos contra las cepas de relevancia epidemioldgica,
utilizando muestras de aguas residuales. Synnott et al. en el 2009, reportaron el
aislamiento de 52 fagos a partir de este tipo de muestras, los cuales probaron con
aislados de S. aureus. El aislamiento de bacteriéfagos liticos para este patégeno
ha sido reportado por diversos investigadores iniciando con los aportes de Twort
en 1915. En las Ultimas décadas las bases para la eleccién de las cepas blanco ha
sido en su mayoria por brotes epidemiolégicos y el perfil de resistencia a
antibiéticos. En el 2011, Kwiatek utiliza cepas de S. aureus aisladas de bovino, de
humano y de alimentos, clasificadas por la resistencia a meticilina y vancomicina
(Kwiatek, 2011). Algunos investigadores han realizado un escrutinio molecular de
las cepas blanco. En trabajos anteriores acerca del aislamiento de bacteri6fagos
para el control de S. aureus causante de mastitis bovina se ha realizado una
diferenciacion genotipica mediante caracterizacion por RAPD (amplificacion
aleatoria de ADN polimorfico) la cual permite realizar un analisis de diversidad
genética (Garcia, 2009). Otras investigaciones acerca del aislamiento de
bacteriéfagos liticos para S. aureus ha iniciado solo con la caracterizacion
bioquimica para confirmar la naturaleza del mismo (Kwiatek, 2011). EI grupo de
trabajo del laboratorio de epidemiologia molecular y biotecnologia de las
enfermedades infecciosas ha implementado en trabajos anteriores la

epidemiologia molecular con el objetivo de identificar y caracterizar de manera fina
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a S. aureus como responsable de la mastitis contagiosa y determinar sus fuentes
fisicas, relaciones bioldgicas, y la ruta de transmision. El presente trabajo utiliza el
conocimiento obtenido mediante la epidemiologia molecular como bases para el
desarrollo de herramientas biotecnolégicas en el tratamiento puntual de la mastitis

bovina.

Las cepas que permitieron el aislamiento de bacteriéfagos fueron MRI-166, MRI-
150, MRI-171 y MRI-151 con STs 352, 97 y 352, respectivamente. Las cepas de
aislamiento, si bien pertenecen al mismo complejo clonal, se ubican dentro de
subgrupos diversos, es decir; comparten por lo menos 4 de los 7 alelos

analizados.

Los cationes divalentes Ca*? y Mg*? juegan un papel importante en la obtencién de
bacteriéfagos liticos, ya que permiten la interaccion entre las fibras de la cola de
los fagos y los receptores de la célula hospedadora. La adsorcién del bacteriéfago
a la bacteria se lleva a cabo mediante atraccion electrostatica, la célula bacteriana
posee una ligera carga negativa por lo cual los cationes divalentes Ca*? y Mg*?
permiten que estas se neutralicen colaborando asi al proceso de adsorcion del
bacteriéfago. Wong et al., en 1994 probaron el requerimiento de estos cationes,
corroborando la importancia en la interaccién fago-bacteria. Wong propone una
concentracion minima de 1mM para una buena adsorcion (Wong et al., 1994). Sin
embargo, Garcia en el 2009 utiliza de manera conjunta CaClz y MgSO4 a una
concentracion de 10mg/L (0.9M y 0.82M, respectivamente) para enriquecer el
medio de cultivo durante el aislamiento de bacteriéfagos liticos para S. aureus. En
el 2011, Kwiatek utiliza una concentracibn de 5mM Unicamente de MgSOa
obteniendo de igual manera bacteriéfagos liticos para S. aureus. En el presente
trabajo los enriquecimientos donde se utiliz6 CaCl. mostraron una mayor cantidad
de placas liticas en comparacion con los enriquecimientos de CaCl2 y MgSQOa4
combinados e incluso en donde solo se afiadi6 MgSOas, en los cuales no se logré

obtener ninguna placa litica.

Una de las formas mas usadas para la conservaciéon de los fagos es en presencia

de cloroformo, ya que este impide la contaminacién microbiana, se sabe que los
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bacteriofagos envueltos son sensibles a este reactivo ya que disgrega la
membrana. Los ensayos realizados tanto para el aislamiento como para la
conservacion, revelaron que los bacteriéfagos son resistentes al cloroformo, ya

gue se mantuvieron viables en presencia de este.

7.4 Incremento de titulos en medio sélido

Para confirmar la identidad de las placas liticas aisladas, cada una de estas fue
retirada con un sacabocados y suspendida en buffer SM. La placa litica se
mantuvo en el buffer SM por espacio minimo de 3 horas para permitir la
diseminacién de los bacteridfagos. Alicuotas de 20 ul fueron adicionadas sobre
agar doble capa tal como se describe en la metodologia de determinacion de
titulos. Tras la incubacion de los medios gelificados a 37°C durante toda la noche,
observamos la presencia de las 28 placas incrementadas a 1 cm de diametro, con
lo que se confirmé el incremento de titulo en medio sélido. Las placas liticas se

observaron totalmente clarificadas signo de actividad litica y con bordes definidos
(Fig. 9).

Fig. 9 Incremento de titulos en medio sélido



7.5 Determinacion de titulos 1

Para determinar la cantidad de UFP/ml se realizaron diluciones seriadas base 10 a
partir de la solucion madre que contenia 3 placas liticas de 1 cm de didmetro
suspendidas en 1 ml de buffer SM. Las diluciones de bacteriofagos fueron
inoculadas en alicuotas de 15 pl sobre agar doble capa, tal y como se detalla en la
metodologia. Las diluciones susceptibles de cuantificar UFP (30-50 UFP) oscilaron
entre 107 y 101, Realizando las operaciones mediante el programa Excel® para
obtener UFP/ml obtuvimos titulos de fagos que oscilan en un rango de 10°y 10%3
UFP/ml (Tabla 10). La determinacion de titulos es indispensable para determinar

el rango de hospedero.

Tabla 10 Determinacioén de titulos 1

Fago UFP/ml Fago UFP/ml
F1 3.1x101 F15 3.6x10%
F2 4.3x10% F16 2x101
F3 5x10% F17 5x10%
F4 4x1011 F18 5x10%!
F5 3.8x10%2 F19 2x10%°
F6 5.4x101 F20 1.4x10%0
F7 3.6x10% F21 7.5x10%
F8 4.1x10%? F22 2.6x10%0
F9 3.6x1011 F23 1.2x1012
F10 3.7x101 F24 3.7x10%?
F11 1.2x10%! F25 3.2x10%?
F13 251010 Fo7 6.3x1012 Placa (UFP) para determinacion de titulos.

Inoculacién gota de diluciones de fago entre -7 y

F14 1x1009 F28 5.8x10%? 10




7.6 Determinacion de viabilidad de S. aureus a D.O. 0.5

Para determinar el rango de hospedero es necesario conocer la cantidad de
células bacterianas a adicionar, para ello se determind la viabilidad de los
genotipos de S. aureus que se utilizan a una DO de 0.5 la cual es sugerida por
Garcia, 2009 y Kwiatek, 2011. Se sigui6 el protocolo para el crecimiento de la
bacteria hasta alcanzar una DO de 0.5 en medio. Se realizaron diluciones seriadas
base 10 aplicadas para reducir la carga bacteriana y con ello poder tener UFC
susceptibles de cuantificar. Las diluciones seriadas se inocularon en alicuotas de
15 pl. Se considerd aquella dilucion que proporcionara entre 30 y 50 UFC por
alicuota. Se realizaron ensayos por triplicado obteniendo la media de estos y su

desviacion estandar mediante el programa Excel® (Tabla 11).

Tabla 11 Viabilidad de diferentes genotipos de S. aureus a DO de 0.5

Cepa UFC/mlI
S. aureus (xxDE)
(3.6+1.2)x107
MRI-150
MRI-151 3.4X10%4.1x108
MRI-166 4.3X108+2.4x107
MRI-171 3.6X108+5.2x10’

7.7 Rango de hospedero

Para determinar las cepas susceptibles de infeccion se realiz6 el rango de
hospedero, la técnica se llevo a cabo con base en lo descrito en la metodologia
(Kwiatek, 2011). Los bacteri6fagos se agregaron en una relacién 1:1 con las
células bacterias que formaron el tapete en medio sélido (agar doble capa) con la
finalidad de incrementar la capacidad de adsorcion. La susceptibilidad de infeccion
0 no infeccion que presentan las 12 cepas frente a la inoculacion de los 28 fagos
se muestra en la Tabla 12. Se obtuvo una susceptibilidad de infeccién en el 60%

de las cepas probadas. Las cepas MRI-151 y MRI-171 poseen una sensibilidad al
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total de fagos aislados mientras que las cepas MRI-14, MRI-149, MRI-156,
NCTC8325 y ATCC27543 poseen una sensibilidad nula a dichos fagos.

En la Tabla 12, se agrupan los fagos con base en su cepa de origen y la similitud
del rango de hospedero. Con base en su cepa de origen se lograron obtener 4
diferentes grupos y éstos se agruparon en 10 diferentes patrones de infeccion,

considerando las combinaciones de nimero y tipo de cepas que infectan.
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Tabla 12 Rango de hospedero. Determinacion de infeccidn (+) o no infeccion (-) ante las diferentes cepas de S. aureus. Cl: niumero de cepas infectadas

69



Fago Cepa de origen ST Cepas susceptibles ST CC
F1 MRI-166 352 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F2 MRI-166 352 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F3 MRI-166 352 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F4 MRI-166 352 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F5 MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 157, 166, 171 126, NST-1,97,-,126,352,352 5 subtipo 97 y 126
F6 MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 157, 166, 171 126, NST-1,97,-,126,352,352 5 subtipo 97 y 126
F7 MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 157, 166, 171 126, NST-1,97,-,126,352,352 5 subtipo 97 y 126
F8 MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 157, 166, 171 126, NST-1,97,-,126,352,352 5 subtipo 97 y 126
Fo MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 166, 171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F10 MRI-150 97 147, 148, 150, 151, 166,171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F11 MRI-150 97 147, 148, 150, 151,, 166, 171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F12 MRI-150 97 147, 148, 150, 151,, 166, 171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F13 MRI-151 - 147, 148, 150, 151,, 166, 171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F14 MRI-151 - 147, 148, 150, 151,, 166, 171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F15 MRI-151 - 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F16 MRI-151 - 148, 150, 151, 166, 171 NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97
F17 MRI-151 - 150, 151, 166, 171 97,-,352,352 5 subtipo 97
F18 MRI-151 - 147,150,151 126,97,- 5 subtipo 97 y 126
F19 MRI-151 - 147,150,151,166 126,97,-,352 5 subtipo 97 y 126
F20 MRI-151 - 148,150,151,166 NST-1,97,-,352 5 subtipo 97
F21 MRI-151 - 148,151,166 NST-1,-,352 5 subtipo 97
F22 MRI-171 352 147,148,150,151,166, 171 126,NST-1,97,-,352 5 subtipo 97 y 126
F23 MRI-171 352 147,148,150,151,157,166,171 126,NST-1,97,-,126,352 5 subtipo 97 y 126
F24 MRI-171 352 147,148,150,151,157,171 126,NST-1,97,-,126,352 5 subtipo 97 y 126
F25 MRI-171 352 147,148,150,151,166,171 126,NST-1,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F26 MRI-171 352 147,150,151,166,171 126,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F27 MRI-171 352 147,150,151,166,171 126,97,-,352,352 5 subtipo 97 y 126
F28 MRI-171 352 150,151,166,171 97,-,352,352 5 subtipo 97

Tabla 13 Rango de hospedero. Comparaciones genéticas entre las cepas de aislamiento y de infeccion. RH 1: fagos 1-4, 15, 17 y 28; RH 2: fagos 5-8; RH 3:
fagos 9-14 y 25; RH 4: Fago 16; RH 5: Fago 18; RH 6: Fago 19; RH 7: Fago 20; RH 8: Fago 21; RH 9: Fago 22; RH 10: Fago 23; RH 11: Fago 24; RH 12: Fagos

26y 27.
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En la Tabla 13 se engloba la caracterizacion molecular de la cepa de origen de los
fagos con la caracterizacion de las cepas infectadas por ellos. En general los
fagos tienen rango de hospedero restringido; sin embargo, algunos de los éstos
fueron aislados de una cepa con un ST diferente al de las cepas que infectan, esto
es posible debido a que dichas cepas pertenecen al mismo complejo clonal, es
decir comparten cierto fondo genético. El rango de hospedero 1 (RH1) lo
componen fagos del 1 al 4, 15, 17 y 28, éstos se aislaron de la cepa MRI-166,
MRI-171 y MRI-151 las dos primeras pertenecen al ST-352 e infectan 5 cepas
(150, 151, 166, 171) pertenecientes al ST-97 y 352, las cuales se ubican en el
mismo complejo clonal (CC97). Del fago 5 al fago 8 y 23 constituyen el RH2 que
fueron aislados de la cepas MRI-150 y MRI-171 con ST-97 y 352
respectivamente, éstos infectan a diferencia de los RH1 también cepas de S.
aureus con ST locales como la NST-1. Estos fagos constituyen el grupo con un
rango de hospedero mayor, ya que lisan a 7 de las 12 cepas utilizadas. El RH3 es
constituido por los fagos del 9 al 14, 22 y 25, aislados de las cepas MRI-150y 171
como los agrupados en el RH2 y que difieren Unicamente en la infeccién de la
cepa MRI- 157 catalogada con ST-126 al igual que la MRI-147. Estos datos
sugieren que la especificidad de los fagos pudiera deberse a diferencias mas
puntuales en la pared celular donde se ubican los receptores y que se ligan
estrictamente al fondo genético de la especie bacteriana. EL RH 4 esta
constituido solo por el fago 16 que difiere de los fagos ubicados en el RH1 en la
infeccion sobre la cepa MRI-148 reportada en la base de datos como un nuevo ST
asociado a infecciones locales. El RH5 lo constituye el fago 18 el cual infecta solo
3 de las 12 cepas probadas, este se aisl6 de la cepa MRI-151 catalogada en la
base de datos global para MLST como Staphylococcus sp; este fago infecta cepas
con ST 97 y 352. EL RH 6 y RH7 constituidos por los fagos 19 y 20,
respectivamente y aislados de la cepa MRI-151 difieren Unicamente en la infeccion
de una cepa; el 19 infecta la cepa MRI-147 mientras que el fago 20 infecta MRI-
148 las cuales poseen ST diferentes asociados a animales de granja. EL RH8
conformado por el fago 21 difiere con el anterior, ya que éste no infecta la cepa
MRI-150. El fago 24 aislado de la cepa MRI-171, constituye el RH9 el cual difiere
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con el RH2 ya que este ultimo grupo infecta la cepa MRI-166 y el fago 24 no, aun
cuando la cepa de aislamiento de este fago posee el mismo ST de la MRI-166, lo
cual se podria suponer existen receptores especificos que diferencian aun dentro
de la misma especie con la misma caracterizacion de metabolismo primario. El
RH10 constituido por los fagos 26 y 27 aislados ambos de la cepa MRI-171; éste
RH difiere del RH3 ya que el RH10 no infecta la cepa MRI-148 considerada de

importancia local en patologias animales.

En el rango de hospedero de los 28 fagos aislados se tuvo sensibilidad en el 60%
de las cepas produciendo en todas ellas placas claras sin presencia de turbidez.
Las cepas sensibles a todos los fagos fueron MRI-151 y MRI-171, esta ultima con
un ST 352 relacionada a cepas aisladas de bovino. Las cepas divergen en gran
manera en su perfil de resistencia a antibidticos ya que son resistentes a 8 y 2
respectivamente. Las cepas MRI-14, MRI-149, MRI-156, NCTC8325 vy
ATCC27543 de resistencia total a los fagos en su mayoria poseen un ST8
relacionado con cepas aisladas de comunidad e intrahospitalarias. El rango de
hospedero es especifico de genotipos dentro de la misma especie. Las cepas que
fueron lisadas poseen STs ubicados dentro del CC5 mientras que aquellas no
infectadas son ubicadas en un CC diferente. Se especula ademas que las cepas
podrian contener profagos de la misma naturaleza lo cual limita una reinfeccion.
Sin embargo, nuevos muestreos podrian permitir el aislamiento de bacteri6fagos

liticos para estos genotipos.

Los patrones de infeccion fueron establecidos por la similitud entre el nimero y
tipo de cepa que infecta cada fago. La mayoria de estos grupos fueron infectivos
contra cepas del CC5, subgrupos ST97 y ST126. Las cepas MRI-150 y MRI-149
aisladas de mastitis bovina subclinica y leche respectivamente poseen ST-97 el
cual se consider6 un ST local y reportados en la base de datos global
http://www.saureus.mist.net previamente en animales de granja, sin embargo, la
leche podria actuar como vehiculo de transmisién ocasionando patologias en
comunidad. Las cepas MRI-166 y MRI-171 aisladas de mastitis bovina poseen un

ST-352 que al igual que el ST-97 son asociados globalmente como un ST local
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asociado a animales de granja. Las cepas MRI-147 y MRI-157 aisladas de
muestras de leche poseen un ST-126 el cual ha sido reportado previamente en
aislamientos de leche de bovino y que ademas se comporta como fundador del
CC126. La cepa MRI-148 posee una NST-1 la cual no ha sido reportada en bases
de datos globales y por tanto sugiere un nuevo genotipo. La cepa MRI-151 es la

cepa con mayor multiresistencia a antibiéticos (8).

Los fagos que infectan mayor nimero de cepas (7) 5 -8 y 23, son ubicados en el
denominado RH 2. El amplio espectro de éstos denotan la naturaleza polivalente y
la posibilidad de utilizarse como agentes anti estafilocécicos. Synnott et al., (2009)
selecciona como posibles fagos terapéuticos solo dos de un aislamiento de 202
fagos basandose de manera primordial en su rango de hospedero. Con el criterio
de genotipificacién de las cepas blanco se ha logrado obtener 28 bacteri6fagos
con rangos de hospedero asociados en 10 grupos tomando como criterio de
clasificacion el genotipo de las cepas infectadas, mismos que estan relacionados
con mastitis bovina en animales de la localidad y los cuales pudieran diseminarse
a comunidad por las practicas de ordefio en la produccion de traspatio.
Considerando el RH se tiene la ventaja de poder seleccionar bacteriéfagos para la
elaboracion de un coctel de fagos susceptible de utilizar en el tratamiento de la

mastitis en la regién, siendo estos especificos para los genotipos prevalentes.

7.8 Identificacion de material genético

Para determinar la naturaleza del material genético que poseen los fagos aislados,
éstos se trataron con enzimas que degradan tanto DNA (cadena sencilla y doble)
como RNA. En la Fig. 11, los carriles de la digestion con DNasa no se observa
ninguna banda producto de material genético, por lo que se infiere que éste es
DNA. Para corroborar lo antes mencionado se realizé una digestion con RNasa A,
en la cual se obtiene el material genético integro. Se utiliz6 como control ADN

bacteriano para confirmar la efectividad de las enzimas y el patron de corte en
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este tipo de genomas. El marcador que se utilizé fue GeneCraft® de 1 Kb el cual

revela tamafnos de banda que van de 300-10 000 pb.
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Fig. 11 Digestion de material genético con DNasa y RNasa observado mediante Electroforesis en gel de agarosa. D:
DNasa R: RNasa F: Fago M: Marcador

Los fagos aislados poseen DNA de cadena doble como material genético. El
principal antecedente de que los fagos infectivos poseen DNA de cadena doble
radica en que las endolisinas son codificadas por este tipo de material genético
(Fischetti, 2010). La mayoria de los fagos liticos se ubican dentro de las familias
Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae. Fagos liticos para S. aureus tales como
Twort, Ky MSA6 se ubican dentro de la familia Myoviridae (O’Flaherty, 2005; Son,
2010; Kwiatek, 2011). Segun la clasificacién de Ackermann 2001, estas familias
poseen DNA de cadena doble, por lo que los fagos aislados podrian ubicarse

dentro de los fagos con cola.
7.9Caracterizacion molecular de bacteri6fagos

Para determinar diferencias genotipicas en los bacteriéfagos aislados se realizo la
técnica de macro caracterizacion mediante RFLP sobre el genoma completo. Para
la digestion fueron elegidas 5 enzimas con diferente porcentaje de bases, debido a
gue se desconoce la composicion del genoma de los bacteriéfagos (Tabla 14). En
la digestion con la enzima Xba | se obtuvieron patrones de corte diferentes en

algunos de los fagos (Fig. 12). El andlisis filogenético se realizo utilizando el
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algoritmo UPGMA del programa PyElph 1.4. El analisis del &rbol filogenético para
esta digestion muestra la agrupacion de los 26 fagos (en el bacteriéfago 7 no fue
posible el aislamiento del material genético debido a contaminacion en el vial
primario y en bacteriofago 21 se obtuvo una concentracion muy baja en las
diversas repeticiones de material genético, factor que impidié llevar a cabo las
reacciones de digestién) en al menos 4 grupos, mismos que coinciden en su
mayoria con la diversidad de la cepa de aislamiento. Con base en el RH éstos son
agrupados en 10 (Fig 13). Los bacteriéfagos agrupados en el RH1 son divididos
en dos genotipos con base en su patron de corte con Xba I, sin embargo, estos
dos genotipos poseen ST idénticos agrupadas en el CC5 subtipo 97. La digestidn
con la enzima Hind Il (Fig 14 y 15) permite la asociacion en 3 grupos; éste patrén
de corte incorpora a los fagos 15 y 27 en similitud con los fagos 1-4 y de los cuales
solo el 27 no se asocia en el mismo RH. Sin embargo; abre un nuevo grupo donde
son observadas diferencias en el fago 12. El patron de corte con EcoRI (Fig 16 y
17) asocia los 26 fagos en 2 grandes grupos donde no coinciden los RH1 y RH10,
ya que ambos poseen fagos de los dos grupos. La digestion con Pst | (Fig 18 y 19)
incrementa la capacidad de escrutinio, asocia los fagos en 3 grupos separando
nuevamente al fago 12 en similitud con el fago 28. Los cuales poseen RH que
difieren en la capacidad de infeccion a dos genotipos de S. aureus (MRI-147 y
MRI-148). Kpn | muestra una disminucion en la frecuencia de corte por lo que se
puede inferir una mayor concentracion de A-T en el genoma de los bacteri6fagos.
El patron de corte de esta enzima brinda una asociacion igual a la recabada con
Pst 1 (Fig 20y 21).

Tabla 14 Caracteristicas de las enzimas de restriccion utilizadas

, Sitio de Contenido de A-T en la
Enzima L . ;
reconocimiento secuencia palindrome (%)

Xba | 5 TICTAGA?J 66.66
Hind III 5 A/AGCTT 3 66.66

Eco RI 5 G/AATTC 3 66.66

Pst | 5 CTGCA/ G 3 33.33

Kpn | 5 GGTAC/ C3’ 33.33
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Fig. 12 Patron de corte en digestion de material genético de fagos con enzima Xba I, observado
mediante electroforesis simple en gel de agarosa.
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Fig. 13 Arbol filogenético producto del analisis del patrén de corte con la enzima Xba I.
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Fig. 14 Patron de corte en digestion de material genético de fagos con enzima Hind Ill, observado
mediante electroforesis simple en gel de agarosa.
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Fig. 15 Arbol filogenético producto del anilisis del patrén de corte con la enzima Hind Il
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Fig. 16 Patron de corte en digestion de material genético de fagos con enzima Eco RI, observado
mediante electroforesis simple en gel de agarosa.
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Fig. 17 Arbol filogenético producto del anélisis del patron de corte con la enzima Eco RI
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Fig. 18 Patron de corte en digestion de material genético de fagos con enzima Pst |, observado
mediante electroforesis simple en gel de agarosa.
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Fig. 19 Arbol filogenético producto del anilisis del patrén de corte con la enzima Pst |
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Fig. 20 Patron de corte en digestién de material genético de fagos con enzima Kpn |, observado
mediante electroforesis simple en gel de agarosa.

e O

F8
o
F5

o[F26
ofF25
F24
F23
F22
F20 RH 7 RH 6
F19
F18
*fF17 ( RH 5 ]

F16 { RH4
F14

F11

Fig. 21 Arbol filogenético producto del anélisis del patrén de corte con la enzima Kpn |

Los patrones de corte obtenidos mediante la digestion con enzimas de restriccion

permitieron asociar a los fagos en un maximo de cuatro grupos, esto fue posible
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con la enzima Xba I, sin embargo, las enzimas Pst | y Kpn | permitieron apreciar
diferencias en los fagos 12 y 28 asociados en un mismo grupo con la digestion
enzimatica de Hind Ill y Eco RI. La diferencia en la concentracién de bases que
reconoce cada enzima, permite ademas hacer inferencia en cuanto al porcentaje
mayoritario de bases que posee el genoma de los fagos. Los patrones de infeccion
permitieron obtener que los fagos (5-8) con el RH mas amplio son genéticamente
diferentes a los demas, por lo cual pudieran ser por si solo objeto de estudio en
terapia fagica. Sin embargo la elaboracion de un coctel de fagos genéticamente
diferentes que cubran el mayor rango de hospedero contribuiria de manera

potencial al tratamiento de la mastitis en la region.

7.10 Determinacion de titulos 2

Para realizar las cinéticas de temperatura y pH, se determinaron los titulos
siguiendo el protocolo detallado en metodologia. Se incremento el titulo en medio
liqguido de los fagos genotipicamente diferentes. Para determinar UFP/ml se
realizaron diluciones seriadas base 10 a partir de la solucibn madre que contenia
el medio clarificado por la lisis y filtrado mediante membranas millipore 0.22 um.
Las diluciones de bacteri6fagos fueron incorporadas junto con un volumen
equivalente del crecimiento de la cepa de aislamiento de éste en medio 2xYT@7
para formar un tapete bacteriano en el que se encontraran los fagos dispersos en
toda la caja de Petri. Las diluciones que brindaron UFP (30-50 UFP) susceptibles
de cuantificar oscilaron entre 107 y 10° (Fig. 22). Realizando las operaciones
mediante el programa Excel® para obtener UFP/mI obtuvimos titulos de fagos que
oscilan en un rango de 10° y 10 UFP/ml (Tabla 15). La media y desviacion

estandar corresponden a tres repeticiones.
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Tabla 15 Determinacioén de titulos 2

No. Fago UFP/mI DE
F3 3.07E+10 £ 1.5E+09
F8 8.37E+10 + 2.5E+09
F15 3.97E+11 + 1.5E+10
F18 5.13E+11 + 4.2E+10
F27 3.63E+10 + 4.7E+09

Fig. 22 Determinacion de titulos 2. Se muestra cada una de las diluciones inoculadas en toda la caja
de Petri bajo la técnica de agar doble capa.

7.11 Determinacién de estabilidad de los bacteri6fagos a temperatura

La determinacion preliminar de temperatura se realiz6 a los genotipos de fagos
diferentes. Se realiz6 una determinacion de titulos para seleccionar la dilucién que
proporcionara UFP susceptibles de cuantificar (-8 y -9). Las diluciones fueron
sometidas a incubacion a las temperaturas descritas en metodologia. Se
consideré como control aquella dilucibn mantenida a temperatura ambiente. Se
tomaron alicuotas de 10 pl en los tiempos 0, 5, 15, 40 y 60 min. Estas fueron
inoculadas sobre un tapete bacteriano (S. aureus DO igual a 0.5 en 3ml de medio
2xYT@7) de agar doble capa.

Las UFP fueron cuantificadas y ajustadas a UFP/mI mediante el programa Excel®.

Se realizé un comparativo estadistico entre el control y el tratamiento en cada



tiempo mediante una prueba t para muestras pareadas utilizando un nivel de
significancia de 0.05 (Fig. 23-27).

Las pruebas de hipotesis realizadas expresan que la mayoria de los fagos son
estables en un rango de temperatura de 4°C y 37°C por rango de una hora. La
exposicion de los fagos a 50°C por tiempos mayores a 40 min produce cambios
significativos en la viabilidad de estos. Los fagos a 60°C y 70°C se mantienen

viables por un tiempo maximo de 5 min.

F3

9E+10 -

8E+10 -

7E+10 7 W Control

6E+10 A
E 5E+10 - = 4%
L 4E+10 - m37°C

3E+10 A m50°C

2E+10 -

1E+10 - I " 60°C

0+ = B 70°C
5 min 15 min 40 min 60 min
Tiempo

Fig. 23 Estabilidad preliminar a temperatura correspondiente al bacteri6fago 3. Las barras azules
representan los titulos de fagos obtenidos con el control en cada tiempo, las barras siguientes
muestran la viabilidad de los fagos ante los diversos tratamientos de temperatura. El asterisco indica
variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas negras muestran la desviacion estandar de
ensayos por triplicado.
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Fig. 24 Estabilidad preliminar a temperatura correspondiente al bacteri6fago 8. Las barras azules
representan los titulos de fagos obtenidos con el control en cada tiempo, las barras siguientes
muestran la viabilidad de los fagos ante los diversos tratamientos de temperatura. El asterisco indica
variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas negras muestran la desviacién estandar de
ensayos por triplicado.
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Fig. 25 Estabilidad preliminar a temperatura correspondiente al bacteriéfago 15. Las barras azules
representan los titulos de fagos obtenidos con el control en cada tiempo, las barras siguientes
muestran la viabilidad de los fagos ante los diversos tratamientos de temperatura. El asterisco indica
variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas negras muestran la desviacién estandar de
ensayos por triplicado.
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Fig. 26 Estabilidad preliminar a temperatura correspondiente al bacteriéfago 18. Las barras azules
representan los titulos de fagos obtenidos con el control en cada tiempo, las barras siguientes
muestran la viabilidad de los fagos ante los diversos tratamientos de temperatura. El asterisco indica
variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas negras muestran la desviacion estandar de

ensayos por triplicado.
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Fig. 27 Estabilidad preliminar a temperatura correspondiente al bacteriéfago 27. Las barras azules
representan los titulos de fagos obtenidos con el control en cada tiempo, las barras siguientes
muestran la viabilidad de los fagos ante los diversos tratamientos de temperatura. El asterisco indica
variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas negras muestran la desviacion estandar de
ensayos por triplicado.



7.12 Determinacion de estabilidad de los bacteriéfagos a pH

La estabilidad preliminar a pH al igual que temperatura se realizé a los genotipos
de fagos diferentes. Para ésta, se realizd la determinacion de titulos para
seleccionar la dilucién que proporcionara UFP susceptibles de cuantificar (-7 y -8).
La dltima dilucidon fue realizada en buffer TM en un rango de pH de 2-11, de
manera inmediata tras la realizacion de la dilucion, se tomaron alicuotas de 15 pl
las cuales fueron inoculadas sobre un tapete bacteriano (S. aureus DO 0.5 en 3ml
de medio 2xYT@7) de agar doble capa. Tras la incubacion de las diluciones con
diferente pH durante 1 hora, éstas se volvieron a inocular en las mismas
condiciones. Las UFP fueron cuantificadas y ajustadas a UFP/ml mediante el
programa Excel®. Se realiz6 un comparativo estadistico entre el tiempo previo y
posterior a la incubacion mediante una prueba t para muestras pareadas utilizando

un nivel de significancia de 0.05 (Fig. 28-32).

Los resultados muestran una estabilidad de los fagos en un rango de pH de 3 a
10, salvo en el fago 18, el cual se mantiene viable Unicamente en un pH de 7-8.
Cabe destacar que a pH 2, los fagos no fueron viables en ninguno de los tiempos.
Los fagos 8 y 27 poseen el rango de pH méas amplio (3-11), por lo cual pudieran
ser objeto de estudio de viabilidad in vivo, administrando los bacteriéfagos por una
via que obligue el paso por pH &cido como lo es la via oral, el conocer el rango de
estabilidad de los bacteriéfagos a pH permite ademas el desarrollo de diversas

formas farmacéuticas donde estos puedan incorporarse.
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Fig. 28 Estabilidad preliminar a pH correspondiente al bacteriéfago 3. Las barras obscuras
representan los titulos de fagos obtenidos antes de la incubacién, las claras muestran la viabilidad de
estos posteriormente. El asterisco indica variabilidad estadistica con un valor d p<0.05. Las lineas
negras muestran la desviacion estandar de ensayos por triplicado.
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Fig. 29 Estabilidad preliminar a pH correspondiente al bacteri6fago 8. Las barras obscuras
representan los titulos de fagos obtenidos antes de la incubacién, las claras muestran la viabilidad de
estos posteriormente. El asterisco indica variabilidad estadistica con un valor de p<0.05. Las lineas
negras muestran la desviacion estandar de ensayos por triplicado.
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Fig. 30 Estabilidad preliminar a pH correspondiente al bacteriéfago 15. Las barras obscuras
representan los titulos de fagos obtenidos antes de la incubacidn, las claras muestran la viabilidad de
estos posteriormente. El asterisco indica variabilidad estadistica con un valor de p<0.05. Las lineas
negras muestran la desviacion estandar de ensayos por triplicado.
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Fig. 31 Estabilidad preliminar a pH correspondiente al bacteriéfago 18. Las barras obscuras
representan los titulos de fagos obtenidos antes de la incubacién, las claras muestran la viabilidad de
estos posteriormente. El asterisco indica variabilidad estadistica con un valor de p<0.05. Las lineas
negras muestran la desviacion estandar de ensayos por triplicado.
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Fig. 32 Estabilidad preliminar a pH correspondiente al bacteri6fago 27. Las barras obscuras
representan los titulos de fagos obtenidos antes de la incubacion, las claras muestran la viabilidad de
estos posteriormente. El asterisco indica variabilidad estadistica con un valor de p<0.05. Las lineas
negras muestran la desviacion estandar de ensayos por triplicado.

Los resultados obtenidos en estabilidad a pH concuerdan con lo observado por
Kwiatek et al. (2011), una estabilidad de los fagos hasta pH 4, y diferentes
sensibilidades de cada aislado tras una hora de incubacion. Ningun aislado resistié
valores de pH menores a 3, sin embargo los fagos 8 y 27 resistieron este valor,
por lo cual pudieran ser considerados para el desarrollo de formas farmacéuticas
de administracion oral. Sin otra opcion para la aplicacién de fagos poco viables en
medios Acidos es incluirse en una matriz resistente al acido que funcione como
vehiculo, o disminuir de alguna manera las condiciones extremas de acidez del
estbmago. En este sentido se ha propuesto la administracién conjunta de los fagos
con bicarbonato como otra estrategia para la administraciéon oral (Chibani-
Chennoufi et al., 2004, Tanji et al., 2005). Aunque los fagos no resisten valores de
pH por debajo de 3, los aislados mas resistentes a la acidez podrian aplicarse a
otro tipo de tratamientos, como la biopreservacién de alimentos &acidos o su uso

conjunto con &cidos en tratamientos de descontaminacion (Choi et al., 2009).
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VII. CONCLUSIONES

X/
L X4

En los tanques de llegada de las plantas tratadoras de aguas residuales es
posible aislar bacteriéfagos liticos contra genotipos epidemiol6gicamente
relevantes de S. aureus.

La adsorcion de los bacteriéfagos requiere cationes divalentes Ca*? a una
concentracion de 10mM y No Mg*? a la misma concentracion.

Los bacteriofagos aislados no poseen cubierta lipidica

Tienen diversos rangos de hospedero, lisan del 25 al 60% del total de los
genotipos probados.

Los genotipos susceptibles de infeccibn son agrupados en el complejo
clonal 5 subtipos 97 y 126. Que incluyen los ST 126, 97, 352 y NST-1 no
reportada anteriormente.

Todos los bacteriéfagos lisan el genotipo MRI-151 aislado de mastitis
bovina, caracterizado como Staphylococcus sp. con resistencia a
novobiocina,  gentamicina,  cefoxitina, lincomicina,  cloranfenicol,
clindamicina, eritromicina y linezolida

Los patrones de digestiébn enzimatica permiten agrupar a los fagos en al
menos 2 grandes grupos, de los cuales contienen divisiones en cuanto a su
asociacion por rango de hospedero.

Los genomas de los fagos poseen mayor concentracion de A-T

El fago 8 es el fago de eleccion para incluir en un coctel para el tratamiento
de la mastitis, ya que es genotipicamente diferente, lisa genotipos de S.
aureus asociados a animales de granja (ST-97 y 352), a contaminacién en
leche (ST-126) y genotipos locales nuevos asociados a mastitis (NST-1),
ademas posee una estabilidad en un rango de pH de 3 a 11 y una
estabilidad a temperaturas corporales manifestadas durante procesos de
infeccion (38°C-40°C). Lo que lo hace susceptible de considerarse para
tratamientos in vivo por administracion oral y/o incorporarse en el

mantenimiento de inocuidad de la leche y sus derivados.
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