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L. RESUMEN

Los bactenidfagos son virus que infectan y se replican en bactenas, causando muerte
celular por lisis. Esta capacidad litica en bacterias, se ha empleado para tipificacion,
clasificacion, tratamiento de aguas, desinfeccion, terapia, etc., en donde se requiere de una
especificidad para eliminar hospederos potencialmente patogenos.

Los bacteriofagos también pueden poseer un ciclo de vida lisogénico, donde el
genoma viral queda integrado al genoma bactennano pasando a las progenies;
posteriormente puede entrar al ciclo litico, replicdndose y liberando multiples bacteriéfagos
que alcanzan a otros hospederos de la misma especie.

El propésito del presente estudio fue el aislamiento de bacteriéfagos especificos
para cepas de Escherichia coli implicadas en casos de diarrea en nifios menores de dos afios
del area rural guatemalteca. Se utilizaron cuatro cepas de £. coli enteropatogena (ECEP) y
cuatro cepas de E. coli enterotoxigénica (ECET), identificadas por medio de la reaccion de
aglutinacion en tubo y pruebas inmunoenzimaticas (EIA). Como cepas control se utilizaron
Staphylococcus aureus ATCC (American Tipe Culture Collection) 25923, Shigella flexneri

ATCC 12022 y E. coli ATCC 25922

Para el aislamiento de los bacteriéfagos se emplearon dos metodologias, las cuales
fueron estandarizadas previamente en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia. Las metodologias fueron de plaqueo por goteo y lisis en
caldo, siendo el método de plaqueo por goteo mas efectivo y sensible para la deteccion de
bacteriofagos, aunque los dos métodos empleados son utiles para la recuperacion vy

purificacion de fagos.

Se encontraron tres tipos de bacteridfagos distintos, que ejercen accion litica en tres
diferentes cepas de E. coli, de las cuales dos cepas pertenecen a ECET y una a ECEP. Los
bacteriofagos fueron aislados en filtrados de aguas recolectadas en los rios Las Vacas (Zona
16) y Villalobos (Zona 12). Del analisis bacterioldgico de las aguas de los rios se aislo E.
coli no tipificada, lo que demuestra que los bacteriéfagos pueden aislarse en ambientes

donde exista su hospedero.

Ninguno de los bacteriofagos recuperados mostraron tener especificidad para las
cepas de S. aureus ATCC 25923, S. flexneri ATCC 12022 y E. coli ATCC 25922. Algunas
de las bacterias de ECEP y ECET inicialmente sensibles mostraron ser capaces de crear
resistencia a la accion litica del fago, presumiéndose un ciclo lisogénico para el mismo o

bien rearreglos genéticos en el parasito u hospedero.

Finalmente, los bacteri6fagos fueron purificados con cloroformo y almacenados a
-20°C en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
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II. INTRODUCCION

La enfermedad diarreica en la poblacion infantil, es un grave problema de salud en
los paises subdesarrollados, debido a que produce una alta tasa de morbihdad y mortalidad;
la poblacion infantil mas afectada, es la menor de dos afios. Entre los agentes bacterianos
relacionados con enfermedades diarreicas se encuentran Fscherichia coli, Vibrio cholerae,

Shigella sp., Salmonella sp., Campylobacter sp. y otros.

Las diarreas en mifios del area rural de Guatemala han sido ampliamente estudiadas
por el Instituto de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP), donde se ha
determinado que la etiologia varia dependiendo de las condiciones climaticas, medidas de
higiene y estado nutricional del individuo; se encontré que las bacterias que presentan una
alta tasa de morbilidad son cepas de E. coli enteropatogena (ECEP) y E. coli

enterotoxigénica (ECET).

Diferentes formas de tratamiento han sido utilizadas para combatir a los agentes
bacterianos, pero desde hace mucho tiempo se habian iniciado estudios en bacteriofagos,
los cuales son agentes virales especificos de bacterias que presentan la capacidad de lisar a
sus hospederos. Lastimosamente los estudios al respecto fueron abandonados debido a la
introduccion de agentes antibacterianos conocidos hoy en dia como antibioticos.

El interés de retomar los estudios en bacteriofagos se ha incrementado en los
ultimos afios, a consecuencia del aumento en los reportes de multirresistencia de bacterias
patogenas, asi como también la presencia de organismos reemergentes. Por lo que las
aplicaciones de los bacteriofagos puede presentar una alternativa con un fuerte impacto en
el control y erradicacion de las mismas.

s En el presente estudio se investigo la presencia de bacteriofagos especificos para £.

e coli diarreogénicas, asociadas a casos infantiles del area rural de Guatemala, con el
aislamiento y purificacion de estos agentes virales se puede iniciar una etapa de
investigacion y desarrollo de este campo alterno, como un tratamiento potencial que tienda
a disminuir la morbilidad de esta etiologia y contribuir al bienestar de la poblacion infantil.

PROPIEDAD DE LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA !
Biblicteca Centrai




III. ANTECEDENTES

A. Escherichia coli

1. Generalidades

Escherichia coli es un microorganismo ampliamente distribuido en todo el mundo.
Suele encontrarse junto a muchos otros agentes bacterianos en el contenido intestinal del
hombre y de animales, formando parte de la microbiota normal. En general E. coli no
causa enfermedades, pero en algunas ocasiones actla como una bacteria patdgena de
mucha importancia en la bacteriologia médica y veterinana (1,2).

Las infecciones que E. coli puede causar son multiples entre ellas estan: infecciones
urinarias, en heridas, peritonitis, meningitis, endocarditis, neumonia y septicemia, ademas
puede causar diarrea en nifios menores de dos afios (2,3).

En la actualidad se reconoce que el género E. coli posee varios cientos de tipos
antigénicos. Los tipos se caracterizan por ser combinaciones diferentes de los antigenos,

por lo que resultan varios miles de serotipos; los antigenos son:

e O, que es un antigeno lipopolisacarido de la pared celular,
K, que es un antigeno polisacarido de la capsula,
e H, antigeno proteinico flagelar (3,4).

E. coli es una bacteria bacilar, Gram negativo, indol positivo, oxidasa negativo, y
anaerobia facultativa. Es activamente fermentativa con produccion de gas a partir de la
degradacién de glucosa e incapaz de utilizar citrato como unica fuente de carbono (5,6).

La E. coli es el microorganismo de vida libre mejor estudiado. De esta bacteria, se
han identificado cuatro clases diferentes, las cuales provocan distintos tipos de diarrea (6).

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)
Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI)
Escherichia coli enteropatégena (ECEP)

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH)

2. Historia

Por muchos afios la diarrea ha sido considerada como la causa principal de
morbilidad y mortalidad infantil (7,8). Aun cuando la diarrea asociada con morbilidad es
actualmente un problema particular de paises subdesarrollados, esta se incrementd con la

revolucion industrial y la urbanizacion (7).
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Muchos autores atribuyen el descubrimiento de £. coli diarreogénica a John Bray,
pero el primero en sugerir la patogenicidad intestinal de £. coli fue Laurelle, quien en 1889
indicé que este microorganismo podia ocasionar peritonitis st era liberado dentro de la
cavidad peritoneal como resultado de perforacion intestinal. Laurelle también propuso la
posibilidad de que E. coli fuera la causa de diarrea y vomito (3).

En 1897 Lesage sugirio que existian cepas dafiinas y no dafitnas, las cuales podian
ser diferenciadas las unas de las otras con base a pruebas serologicas. Lesage mostro que
el suero de un paciente convaleciente de diarrea, aglutinaba bacterias obtenidas de otro
paciente durante una epidemia. Este suero sin embargo no aglutinaba otros patogenos
entéricos o cepas de E. coli obtenidos de nifios sanos (3,9).

Entre los afios de 1908 a 1910, Barh investigd 117 nifios daneses con diarrea y
concluyo que Escherichia coli jugaba un papel importante en la enfermedad. Davison, en
Baltimore, cultivo el fluido duodenal en nifios que murieron de gastroenteritis inespecifica.
De este apareci6 un crecimiento masivo de Escherichia coli, pero Davison lo atribuy6 a un
acumulo de restos alimenticios no digendos (3).

Aun cuando se habian acumulado datos acerca de la patogenicidad de £. coli, su
papel como causante de diarrea en el humano fue establecido hasta 1945, cuando John Bray
publicé un importante articulo, en ¢l cual relacioné a Escherichia coli antigenicamente
homogénea como la causante de la diarrea de verano (3,10,11).

Los hallazgos de Bray fueron confirmados por otros cientificos. En 1949 Giles er
al., describieron un brote de diarrea causado por £. coli, que ocurri6 en Aberdeen, Escocia,
y que involucrd 207 nifios, de los cuales 150 habian muerto (12).

3. Serotipificacion de Escherichia col:

Los estudios epidemiologicos iniciales de E. coli se vieron impulsados por
Kauffmann, quien en los afios 40 perfeccioné el esquema de serotipificacion, basandolo en

los antigenos O somatico, H flagelar y K capsular (13).

Kauffmann y Dupont mostraron que muchas de las cepas asociadas con diarrea
infantil pertenecian a los serogrupos O55 y Ol1l. Subsecuentemente serogrupos
adicionales fueron incrementados; para 1957 se conocian al menos 13 serogrupos O

causantes de diarrea (3,13,14).

El término E. coli enteropatégena fue propuesto por Neter, para referirse a aquellas
cepas de E. coli incriminadas epidemiolégicamente con diarrea infantil. Los trabajos de
Ewing et al., son valiosos, pues entre los afios de 1950-1961 investigaron mas de 8000
cultivos, demostrando que no todos los serotipos de E. coli pertenecientes a un serogrupo O

particular eran patogenos (3, 15).




Estudios recientes demuestran que cada serotipo individual de E. coli, no
importando su origen geografico comparten no sélo los antigenos O y H sino que tambien
poseen antigenos comunes de las fimbrias y proteinas de la cubierta. Ademas cada serotipo
O:H es un biotipo comunmente reconocido, que puede ser tan caracteristico como para
vermitir la prediccidn del serotipo a partir del biotipo y viceversa (16,17).

4, Epidemiologia

La diarrea infecciosa es una causa comun de enfermedad infantil. La etiologia de
esta varia de acuerdo con las condiciones climaticas, estado nutricional del individuo, y
otras circunstancias. Estudios previos han demostrado que en poblaciones urbanas, las
principales causa de diarrea, son los rotavirus y Salmonella sp., mientras que en areas
rurales, especialmente donde el agua es escasa y las medidas higiénicas son deficientes,
ECET, Shigella sp., y otros agentes bacterianos asumen un papel importante (13).

En el continente asiatico, particularmente en Bangladesh, Escherichia coli produce
una infeccidon que no es posible distinguir clinicamente del colera, la cual se asocia con un
alto indice de mortalidad, aun cuando esta enfermedad puede tratarse efectivamente con
terapia de rehidratacion oral. Los estudios que se han llevado a cabo en Etiopia y en la
Republica central de Africa, la mayoria de E. coli involucrada en diarrea pertenece a las

categorias ECEP y ECET (18).

En estudios hechos en Europa y Estados Unidos se encuentra a ECEP como
causante de diarrea. Los serogrupos 055, O111 y O127 fueron aislados de nifios con
gastroenteritis y causaron diarrea en adultos voluntanos (18).

En los paises desarrollados, /. coli no es una causa comun de diarrea, ya que la
transmision de esta bacteria ocurre principalmente por comida y agua contaminada con
heces fecales y la transmision secundaria de persona a persona OCurreé €n casos mu!
limitados debido a que es necesario ingerir un namero elevado de microorganismos (10°-
10°), para causar la enfermedad. Sin embargo, se han descrito pequefios brotes en
hospitales y en guarderias infantiles, asi como epidemias por contaminacion de agua como
ocurrié en el Lago Crater, Oregon en 1978. La diarrea del viajero es un riesgo asociado
con E. coli para personas que viajan a paises subdesarrollados con medidas higinicas

deficientes (3, 8, 10).

En América Latina, la frecuencia de aislamiento de E. coli como agente causal de
diarrea ha sido muy variable. En un estudio llevado a cabo en Costa Rica, ECET, aparece
como un importante agente causal de diarrea en nifios menores de 2 afios, aislandose del
30% de los casos estudiados, mientras que en un estudio similar realizado en Brasil, se aislo
ECET del 13.4% de los casos en niiios de la misma edad (18).
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En Guatemala la frecuencia de las diarreas es muy elevada, considerandose como la
causa principal de muerte entre los nifios de 1 a 4 afios de edad. Los agentes biologicos son
la causa principal en el desencadenamiento de casos de diarrea, la mayor parte de los
estudios sobre el problema han sido enfccados desde ese punto de vista (19).

Sanchez Reyes, realizd una investigacion de 112 casos de diarrea infantil en las
salas - cuna del Hospital General de Guatemala. Encontré que la ECEP, estaba presente en
13 nifios (11.6%) como agente etiologico responsable de diarrea infantil, en varnas
ocasiones asociada a otros microorganismos enteropatogenos, siendo los serotipos
O111:B4, 026:B6, O127:B8, y O55:B5, los mas frecuentes (19).

Gordon investigé una epidemia de diarrea en Santa Maria Cauqué, comunidad rural
del departamento de Sacatepéquez, que afecto a gran parte de la poblacion (559 casos), y
origind 7 muertes. El examen bacterioldgico reveld que el 21.3 por ciento de los casos de
diarrea estaban infectados con bacterias enteropatdogenas conocidas. Los agentes causantes
fueron: Shigella flexneri (15 %), Shigella dysenteriae (2.2 %), Salmonella (0.2 %). La

ECEP, se observé en un 3.4% (19).

Mata et al., practicaron también un estudio bacteriologico en 60 mfios, en su
mayoria menores de 2 afios, que presentaban cuadros diarréicos serios, motivo por el cual
fueron admitidos en el Servicio de Hidratacion y Emergencia del Hospital Roosevelt. La
prevalencia encontrada para Shigella, Salmonella y ECEP es, hasta la fecha, la mas aita en
Guatemala, ya que estos microorganismos fueron hallados solos o asociados entre si, en
38.3 % de los casos. La Shigella se encontrd en un 25 %, la ECEP en un 16.6 % y la

Salmonella en 10% de los caos (19).

Un estudio hecho en Guatemala en 1980 mostré6 a ECET productora de toxina
estable en el 7% de 363 casos y ECET productora de toxina labil en 13% de los casos en

nifios de 0-3 aiios (18).

Otro estudio, realizado también en Guatemala por Cruz et al., en 1986 en un area
marginal de la ciudad (colonia El Limon) con 1979 nifios, permiti6 considerar que ECET se
puede asociar al 17 % de los episodios, siendo la mayoria de ellos debidos a toxinas

termolabil. La ECEP es el patégeno mas importante en esta poblacion, ya que el 35 % de
los episodios de diarrea se deben a ella (18,20).

B. Patologia
1. Escherichia coli enteropatégena ( ECEP)

Estas cepas fueron las primeras de £. coli implicadas en enfermedades diarreicas y
continlan siendo una causa importante de gastroenteritis infantil en muchas parte del
mundo. La serotipificacion es un excelente método para establecer la virulencia de ECEP,
por lo que se utiliza como marcador epidemiologico. Actualmente, con ayuda del
microscopio electronico, se han observado lesiones histopatologicas tipicas, en las cuales
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las bacterias estan adheridas a las células epiteliales con destruccion del borde de cepillo,
pero sin invasividad (6,21).

ECEP provoca una diarrea grave y prolongada que aparece tipicamente en bebés y
nifios menores de dos afios. La enfermedad se caracteriza por una diarrea acuosa y una
deshidratacion de rapida evolucion, ademas provoca fiebre, malestar y vomitos. La
infeccion provocada por la ECEP puede producir deficiencias de crecimiento (6,21).

La susceptibilidad a la infeccion clinica al parecer se limita virtualmente a los
lactantes de corta edad; sin embargo, no se sabe si ello se debe a la inmunidad o a factores
especificos del hospedero con relacion a la edad, dado que la diarrea puede inducirse
experimentalmente en algunos adultos voluntarios. La infeccion por ECEP es poco comun

en pequeiios alimentados al pecho (6,21).

El periodo de incubacion es de 9 a 12 horas en estudios con voluntarios adultos. No
s¢ sabe st el mismo periodo de incubacion es valido en los lactantes que adquieren la
infeccion por transmision natural (21).

2. Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)

Es la segunda categoria mds grande de E. coli asociada con diarrea y surgio a finales
de los afios 60 y principios de los 70, esta bacteria puede producir una de las mayores
respuestas fisiologicas conocidas en una infeccion humana.

La ECET no invade la mucosa intestinal, mi causa cambios estructurales

significativos en el tejido intestinal, sin embargo es capaz de causar grandes perdidas de
liquido extracelular al punto de provocar colapso y muerte en pocas horas. Estos cambios
fisiologicos son provocados por 1a produccion de enterotoxinas que alteran profundamente

las funciones secretoras del intestino delgado (6,21,22).

Las cepas enterotoxigenicas constituyen una causa importante de diarrea de los
viajeros de paises industrializados que visitan a otros menos desarrollados; tambien
constituye una causa importante de diarrea deshidratante en los lactantes y nifios en los

paises menos desarrollados (21).

En la actualidad se conocen 2 tipos de toxinas de E. coli: una termolabil (TL) y otra
termoestable (TE); ambas han sido aisladas y purificadas (6,23).

En E. coli, 1a propiedad de elaborar las toxinas TL y TE, se encuentran mediadas
por plasmidos, que son elementos genéticos extracromosomicos de replicacion autdonoma
en relacion con el cromosoma de la bacteria. Estos plasmidos se han designado como Ent y
s¢ han encontrado en un alto porcentaje de las cepas toxigénicas en contraste con las cepas
no toxigénicas que lo presentan en un bajo porcentaje (18).




La toxina labil se encuentra relacionada funcional, estructural ¢ inmunolégicamente
con la toxina de Vibrio cholerae. Ambas toxinas comparten antigenos entre si, s€ unen a
través de su region beta a los receptores de membrana que contienen gangliésido Gm y
ambas activan la adenilato ciclasa, provocando un incremento de los miveles intracelulares
de 3°-5’-adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) (18).

La toxina estable muestra mayor heterogeneidad, por ello preparaciones purificadas
por diferentes laboratorios han dado resultados variables, dificultando la preparacion de un
antisuero util para la identificacion de esta toxina, la cual se ha determinado que no es
inmunogénica debido a su bajo peso molecular que se ha calculado en 1.5 a 5 kilodaltons

(18)

Se ha demostrado que el cuadro clinico del paciente se encuentra relacionado con el
tipo de enterotoxina producida. Asi, la diarrea es mas severa y de mayor duracion en
personas a las que se les aislan cepas productoras de TL y TE, en relacion con aquellas a
quienes se les aislan cepas productoras de TE unicamente (13).

La mayoria de cepas ECET poseen fimbrias en su superficie, las cuales actian como
verdaderos factores de virulencia a ayudar a la colonizacion del intestino delgado y por lo
tanto la produccion de diarrea (6).

En brotes vy en estudios con voluntarios con algunas cepas que poseen solo TL y
solo TS se han observado periodo de incubacion cortos, incluso de 10 a 12 horas. En la
diarrea por cepas TL/TS en estudios con voluntarios, la incubacion por lo comun ha sido

de 24 a 72 horas (21).

3. Escherichia coli enteroinvasora (ECEI)

Este microorganismo produce diarrea sanguinolenta acompafiada por fiebre,
vomitos y dolor abdominal de tipo colico. Invade y destruye el epitehio del colon,
produciendo diarrea con sangre y leucocitos en las heces. La enfermedad se ha asociado a
serotipos O especificos de E. coli, no obstante la clasificacion serologica no permite

identificar con precision las cepas invasivas (6).

Su principal caracteristica patogénica es la capacidad de invadir y proliferar dentro
de las células epiteliales, causando eventualmente, Ia muerte de las mismas. La capacidad
invasiva es similar al de Shigella sp., y esta depende de la presencia de un plasmido ae
aproximadamente 140 megadaltons, que codifica la produccion de proteinas de la
membrana externa responsables de la invasividad (18).

Las infecciones por ECEI son endémicas en los paises en desarrollo y causan de 1 a
5% de los episodios de diarrea en las personas que acuden a centros de atencion de salud.
En los paises industrializados se han notificado infecciones y brotes ocasionales de diarrea

por ECEI (21).
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El periodo de incubacion obtenido en estudios con voluntarios y en brotes, son tan
cortos como de 10 y 18 horas, respectivamente (21).

4, Escherichia coli enterohemorragica (ECEH)

Esta categoria de E.coli que causa diarrea se identificd en 1982, cuando surgio un
brote de colitis hemorragica en los Estados Unidos y se demostré que habia sido causado
por un serotipo no comun de £. coli, O157:H7 que no se habia considerado como patogeno
entérico. La diarrea puede variar desde un cuadro benigno, con expulsion de heces sin
sangre, hasta excrementos que son practicamente hematicos pero sin leucocitos (21,24).

La ECEH ademas de diarrea genera colitis hemorragica y en ocasiones, sindrome
urémico hemolitico (SUH), una enfermedad caracterizada por insuficiencias renales y
nefropatias como la inflamacién de los rifiones, uretritis (inflamacion de la mucosa que
recubre la uretra), cistitis (inflamacién aguda de la vejiga), pielitis (inflamacion de la pelvis
renal) y edemas. Ademas provoca una baja de los globulos rojos repentina.(6)

ECEH elabora citotoxinas potentes llamadas toxinas 1 y 2 de Shiga. La toxina 1 de
Shiga es idéntica a la toxina de Shiga elaborada por Shigella dysenteriae 1. Anteriormente
se llamé a tales toxinas verotoxinas 1 y 2 y toxinas I y II similares a la Shiga (21).

En América del norte casi todas las cepas del serotipo ECEH mas coman, O157:H7
se identifican en cultivos de excremento por su incapacidad de fermentar el sorbitol en
medios como el MacConkey-sorbitol el cual es utilizado para identificar £. coli O157:H7.
Se sabe que algunas cepas de ECEH fermentan sorbitol, razén por la cual hay que utilizar
otras técnicas para detectar ECEH; ellas incluyen la demostracion de la capacidad de

elaborar toxinas de la Shiga (21).

El periodo de incubacién en general es relativamente largo, de dos a ocho dias, con
una mediana de tres a cuatro dias (21).

El periodo de transmisibilidad dura mientras persiste la excrecion del agente
patogeno, que en forma tipica es de una semana o menos en los adultos, pero de tres

semanas en un tercio de los nifios (21).

C. Bacteriofagos

1. Generalidades

Hace mas de un siglo, Hankin (1896) reporto que aguas de los rios (Ganges y Jumna
en la India tenian un marcado poder antibacteriano el cual atravesaba filtros muy finos de
porcelana; y era destruido por el calentamiento. Hankin estudi6 particularmente los efectos
que tenia esta agua sobre el Vibrio cholerae y sugirié que esta sustancia era la responsable
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de evitar los brotes epidémicos de colera por ingestion de las aguas de estos rios. Las
investigaciones hechas por Hankin nunca se centraron en la exploracion del fenémeno (25,

26).

Fredenick Twort (1915) y Felix d’Herelle (1917) reportaron independientemente ¢l
aislamiento de un agente filtrable capaz de destruir los cultivos bactenianos y producir
pequefias areas claras en las capas de bacterias que parecia involucrar que particulas muy
pequeiias estaban involucradas con el fendmeno. A ellos se les da el crédito del

descubrimiento de los bacteriofagos (25).

Felix d’Herrelle trabajo en el Instituto Pasteur en Paris en donde les dio el nombre
de Bacteriofagos (1,30,31). D’Herrelle, trabaj6 10 afios en Guatemala, México y Argentina.
En estos lugares trato con las disenterias epidémicas, ficbre amarilla, el hongo que ataca al
caf¢, y aislando bacterias que eran capaces de destruir a las langostas con lo que lograba el
control de las plagas de langostas. En otros estudios aisié bacteriofagos con actividad en
contra de la toxina Shiga. En Francia realizé estudios con bacteriofagos, los cuales
incluyen ciclo litico de los bactenofagos, propiedades de lo bacteriofagos, clasificacion de
bactendéfagos, ciclo infectivo, formacion de placas de lisis en medios de cultivo,
aislamiento de fuentes de aguas, factores para controlar la estabilidad de los bacteriéfagos y
aislamiento de agentes terap€uticos para enfermedades bacterianas que se daban en €s0s

dias (25).

Desde el descubrimiento de los bacteriéfagos se consideraron sus aplicaciones
médicas y. fueron usados para curar disenteria, tifus, paratifus coélera, e infecciones del
tracto unnario. También fueron utilizados contra enfermedades como calculos biliares,
eczema las cuales no son causadas por infecciones bacterianas. Muchos ensayos fueron
basados mas en euforia que en conocimiento cientifico de bacteridfagos o microbiologia

(28).

Otras de las aplicaciones de los bacteriofagos, ha sido el uso de estos para la
identificacion bactenana, cuyo proceso es llamado fago tipificacion, el cual usa una bateria
de fagos con patrones ya conocidos para identificar cepas microbianas (25).

2. Estructura de los bacteriofagos

Casi todos los virus estan construidos de manera similar, tienen un nucleoide de
acido nucléico cubierto por una capa proteinica. El 4cido nucléico esta compuesta por una
molécula de cadena sencilla o doble en forma de asa o filamento continuo. La cubierta de

proteina varia de forma y tamatfio (4,27).

La forma y tamaiio de los bacteriofagos varia bastante de una especie a otra, pero al
observarlos al microscopio electronico, todos presentan una estructura basica que puede ser

poliédrica o filamentosa (4,27).
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Los virus se componen de un acido nucleico que les da su capacidad intectante.
Este acido nucleico esta rodeado por una cubierta proteinica llamada capside, formada por
subunidades llamadas capsomeros, ademas la capside pueden poseer una envoltura
lipoproteinica. Estas proteinas confieren especificidad al virus y le proporcionan la.

morfologia (4,27).
Los virus bacterianos presentan seis tipos morfologicos:

a. Los mas complejos tienen una cabeza poli€drica, cola rigida con una vaina contractil y
fibras caudales.

b. Similares a los primeros, excepto que carecen de una vaina contractil; su cola es
flexible y tienen o0 no apéndices terminales.

c. Se caracterizan por tener cabeza poliédrica y cola mas corta que la cabeza; su cola no es
contractil y puede o no tener apéndices. "

d. Poliédrico con un capsémero grande en cada vértice; no tiene cola.

e. Un poliedro simple sin los grandes capsomeros del grupo anterior

f. Un filamento sencillo y largo sin cabeza u otra estructura caracteristica de la mayor
parte de los bacteriofagos (4).

La forma predominante en los fagos es la estructura poliédnica de la cual el mas
comun es el icosaedro (poliedro regular con 20 caras triangulares y 12 wvértices).
Generalmente van provistos de una cola que varia en cuanto a tamafio, forma y complejidad
segun las especies, esta cola puede poseer a su vez varios apéndices, como fibras o
estructuras terminales. Los fagos que no poseen cola suelen tener pequeiias espiculas
ubicadas en los vértices del icosaedro. Los fagos filamentosos son bastante simples, pues
carecen de apéndice, y su estructura es mas bien cilindrica, con el acido nucleico ubicado

en una cavidad helicoidal interna (29).

La morfologia de los bacteriofagos y el tipo de acido nucléico que posea predice el
tipo de hospedero que infectara. Para la familia Enterobacteriaceae los bacteniofagos que la

infectan pueden ser ARN o ADN, aunque los dos poseen una cabeza larga octaedrica con o
sin fibras contractiles (4).

3. Composicion quimica

Los fagos estan compuestos por un solo tipo de acido nucléico y nunca por ambos.
Segun el tipo de acido nucléico que contenga se les denomina fagos ADN o ARN. Las
proteinas antes mencionadas son otro componente de la estructura de los fagos. Algunos
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fagos contienen ademas poliaminas tales como espermina y espermidina, cuya funcion
consiste en facilitar el empacamiento del acido nuci€ico. En Chile se descubrio un fago
que a diferencia de los demas poseia en su estructura también lipidos. Los lipidos de este
fago, denominados PM,, forman una membrana que envuelve a la nucleoproteina al 1gual
que varios virus amimales. El acido nucléico del fago contiene informacidn necesaria para
la reproduccion de €ste en la bacteria sensible. Se encuentra alojado en el poliedro o
filamento, protegido por las proteinas de la accion de nucleasas. El acido nucléico de los
bacteriotagos puede ser ADN o ARN, el ADN puede se a su vez monoténico o biténico.
Hasta ahora sélo se han descritos bacteriéfagos con ARN monoténico, aunque se conocen

virus animales con ARN biténico (30).

a. Bacteriofagos de ARN

Los virus bacterianos de ARN mejor conocidos tienen ARN de una sola cadena.
Estos virus infectan solamente a células bacterianas que se comportan como donadores de
genes a la recombinacion genéetica. Esta restriccion a las células bacterianas surge debido a
que estos virus infectan a bactenas fijandose a los pelos especificos de la bacteria (31).

Todos los virus bacterianos de ARN son muy pequeios, miden alrededor de 26 nm
y son 1cosaedricos con 180 copias de proteina capsular por particula viral. Se conocen las
secuencias completas de nucleétidos de varios genomas de fago ARN. En el fago de ARN
MS2, que infecta a E. coli, el ARN viral tiene 3,569 nucleétidos de largo (31).

b. Bacteriofagos icosaédricos de ADN monoténico

Algunos virus bacterianos pequefios fienen genomas que constan de ADN de una
sola cadena en configuracion circular. Estos virus son muy pequeiios, midiendo alrededor
de 25 um de diametro y el principal bloque de construccion de su cubierta proteinica es una
proteina sencilla que existe en 60 copias, a 1a cual se unen en los vertices del 1cosaedro
otras proteinas distintas que forman estructuras semejantes a una espiga. En contraste con
los virus de ARN ya existe en la célula gran parte de la maquinaria enzimatica para la
duplicaciéon del ADN. Estos pequefios virus, de ADN tienen solamente una cantidad
limitada de informacion genética en sus genomas y se utiliza la maquinana de replicacion
del ADN de la célula hospedera en la replicacion del ADN del virus (31).

C. Bacteriofagos de ADN biténico

Muchos virus bacterianos tienen genomas que contienen DNA biténico. Estos
fueron los primeros virus descubiertos y han sido los mas ampliamente estudiados. Los
virus mas conocidos y mas representativos del grupo son el fago T4 y el T7 (31).
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El bacteriofago T7 es un virus de ADN relativamente pequefio que infecta a £. coll.
La particula viral tiene una cabeza icosaédrica y una cola muy pequefia. La particula viral
es muy compleja, tiene 5 proteinas diferentes y de 3-6 proteinas diferentes en la cola. Una
de las proteinas de la cola, la proteina fibrosa, es el medio por el cual la particula viral se .
fija a la superficie de la célula bacteriana (31).

D. Ciclo reproductivo

En los bacteriofagos la reproduccion se¢ lleva a cabo dentro de las celulas
bacterianas. Estos tienen un tipo de bacteria en especifico a la cual atacan; y no pueden
atacar células mas complejas debido a las diferencias en los codigos de la maquinana
intracelular y las proteinas de superficie. La mayoria de los bacteridfagos poseen
filamentos que le permiten la union a la bactena y la reproduccion en ella (Ver Anexo No.

1), (4,27).
Los pasos basicos del ciclo reproductivo de los bactenoéfagos son:

adsorcion

penetracion

periodo de eclipse
maduracion o ensamblaje
lisis

1. Adsorcion

El primer paso en la reproduccion de los fagos es la adsorcion, esta se lleva a cabo
cuando la punta de l1a cola viral se adhiere a la pared bacteriana. Aunque aun no esta claro,
se supone que la adsorcion se debe a que determinados virus y sus celulas susceptibles
tienen configuraciones moleculares complementanias en los sitios receptores oponentes.
Esto ocurre ademas porque el huésped lleva una carga ¢léctrica negativa y debe ocurrir
cierta concentracion de cationes para que el fago y la célula se aproximen bastante y ocurra

la adsorcion (4,29,30).

La adsorcion o fijacion del fago a la bacteria se puede demostrar faciimente por
microscopia electronica de las células infectadas. Esta técnica se ha usado ventajosamente
en el examen detallado de las estructuras inherentes a la adsorcion, aunque esta técnica no
permite el estudio cuantitativo o cinético del proceso. La cinetica de adsorcion puede, en
cambio, comprobarse midiendo el nimero de fagos no adsorbidos a distintos intervalos de

tiempo después de agregarlos al cultivo de bactenas (30).
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En todos los fagos la cinética de adsorcion es de primer orden, es decir que:
Logio P/Py=1/2.3(kNt)

Donde P es el numero de particulas no adsorbidas al cabo del tiempo t, Py el numero
de fagos iniciales, N la concentracion de bactenas y k la constante de velocidad de
adsorcion. Se podria pensar que la reaccion fuese de segundo grado, dado que hay dos
reactantes, fago y célula bacteriana, pero la bactenna posee una infinidad de receptores
especificos para el fagos, este reactante se encuentra en exceso. Aunque la condicion de
segundo orden se¢ da cuando se sobresatura la reaccion con fagos. El numero de fagos
adsorbidos por bactenias se denomina multiplicidad de infeccion (30).

2. Penetracion

El fago una vez adsorbido a la célula bacteriana, introduce en ella el matenal que
transporta la informacion necesaria para la sintesis de su propia progenie, llamandose a este
paso penetracion que conlleva los siguientes pasos (30).

e Adhesion de fibras caudales a la membrana celular firmemente

e I.a vaina de la cola se contrae y la porcion hueca interior de la cola penetra en la
célula, esto se logra por la presencia de una lisosoma en la cola viral que hidroliza la
capa rigida de la pared bacternana.

e Lainyeccion de ADN se hace como lo haria una jeringa al vacunar (30, 31).

La identificacion lograda en 1952 del ADN como el componente viral inyectado en la
célula atacada, sugirié que el ADN era el compueste clave de 1a continuidad hereditania de
los virus y condujo a la aceptacion de €l como la base fisica de 1a herencia en los seres

superiores (30, 31).

3. Periodo de echipse

Durante el periodo latente, o sea el intervalo de tiempo comprendido entre la adsorcion
irreversible v la aparicion de las primeras particulas infecciosas extracelulares, el acido
nucléico del fago debe desencadenar una secuencia de evenios que produciran finalmente
las particulas infecciosas de la progenie. Durante la fraccion de este periodo en que el fago
no es infeccioso se denomina fago vegetativo, y el lapso, durante el cual no se encuentran
particulas infecciosas en ¢l interior de la c€lula, se denomina periodo de eclipse. Durante
este periodo el acido nucl€ico del fago induce la sintesis de los componentes virales y al
posterior ensambiaje de éstos para formar fagos infecciosos. La secuencia y los
mecanismos de estos eventos constituyen uno de los aspectos mas fascinantes de la biologia

molecular (30, 31).




15

Durante la biosintesis de los componentes virales, 1a célula atacada sirve de fuente
de energia y ademas provee la mayoria de los precursores y 1a maquinaria para la sintesis
de las macromoléculas virales. La sintesis de estas macromoléculas requieren ciertos
cambios en la maquinaria normalmente destinada a la formacion de los componentes
celulares. Tales cambios se producen por la induccion de nuevas enzimas o de elementos
estructurales que actuan en sittos claves del sistema (30).

Los fagos estan formados por proteinas, ausentes en la bacteria no infectada, que se
sintetizan después de la infeccion a partir de aminoécidos. Este hecho fue mencionado ya
en relacion con la ausencia de antigenos comunes al fago y a 1a bactena atacada (30).

Las propiedades de las proteinas estructurales de los fagos no dependen de las
bacteria hospedante, sino del 4cido nucleico del fago. La prueba mas convincente de este
hecho radica en que es posible modificar las propiedades de estas proteinas, tratando el
fago con agentes mutagénicos que alteren la secuencia de las bases en el acido nucleico

(30)

Para la formacion de proteinas, la informacién necesaria para construirla es
transcrita desde una de las cadenas helicoidales del ADN al ARN mensajero vy,
posteriormente, traducida en la secuencia de aminoacidos por la accion de los ribosomas,
del ARN de transferencia y de varias enzimas. La informacion cifrada en el ARN, en
tripletes, mediante un sistema de cuatro simbolos (adenina, uracilo, guanina y citosina), se
traduce en la secuencia de aminoacidos de las proteinas con un codigo de 20 simbolos (los
aminoacidos) por la accion ARNt, actua de intérprete. Para este efecto, cada ARNt posee
dos funciones, una que le permite reconocer un aminoacido especifico o, exactamente, ser
reconocide por la enzima que lo une o carga con el aminoacido, y otra para reconocer las
tres bases contenidas en el triplete 0 coddén que especifica el aminoacido que debe ser

afiadido (30).

Después de la infeccion ocurren varios cambios en la maquinania celular de la
sintesis de proteinas, que desvian su linea de produccion hacia la sintesis de proteinas
requeridas para la multiplicacion del fago. El principal requerimiento para esto es la
incorporacion de ARN mensajero viral al sistema de sintetizante de proteinas, con
frecuencia acompafiado del desplazamiento del ARN mensajero bactenano.  Las
modificaciones que provocan estos cambios son bastante sutiles, de tal manera que la
mayoria de los componentes del sistema como ribosomas, ARNt y las varias enzimas,
parecerian continuar funcionando en el mismo estado que tenian antes de la infeccion (30).

Las distintas proteinas inducidas por el fago no se sintetizan en forma simultanea, m
en cantidades equimoleculares; hay un eficiente mecanismo de regulacion, tanto en la
secuencia en el ttempo como de la cantidad en que se sintetizan diversas clases de
proteinas. El bacteriéfago T4, por ejemplo, sintetiza en secuencia al menos 4 clases de
proteinas; apenas iniciada la infeccion, se puede detectar la induccion de varias proteinas; la
sintesis de éstas es posteriormente inhibida y reemplazada por la de una nueva clase
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formada de diferentes proteinas, este ciclo se repite varias veces. El bactenotago F2 es un
buen ejemplo de la regulacion de la cantidad de proteina sintetizadas; este fago debe
sintetizar una de las proteinas estructurales en mucha mayor cantidad que otra que funciona
como enzima. Se requiere 180 moléculas de la proteina estructural por particula madura; y
tan solo unas pocas de la enzima para satisfacer los requerimientos en la duplicacion (30).

La biosintesis del acido nucléico viral requiere una fuente de energia, asi como
precursores de bajo peso molecular, ribonucleodtidos o desoxirribonucleodtidos para ARN o
ADN, respectivamente y la maquinaria sintetizadora. Expernimentos de diversa indole han
establecido que ¢l fago depende de la bacteria hospedante en cuanto a suministro de
subunidades requernidas para la sintesis de polinucledtidos. Cualquier mutante de una
bacteria que requiera algin nucleotido serd incapaz de sintetizar el acido nucléico viral, a
menos que el nucledtido sea suministrado a la bacternia infectada. Algunos fagos que
contienen bases raras como el T4, son sin embargo capaces de inducir las enzimas
necesarias para la sintesis de ellas. El fago T4 induce una hidroximetilasa dCMP
(deoxicitidina monofosfato) que hidroliza el dCMP normalmente encontrado en la bacteria
para dar el dHCMP (deoxihidroxicititidina monofosfato) que posteriormente se icorporara
a su ADN. Algunos fagos entre ellos el T4, no solo utilizan los nucledtidos sintetizados
después de la infeccidn sino también los presentes en el ADN bacteriano; con este objeto,
hidrolizan extensamente el ADN bacteriano en nucledtidos que son usados posteriormente
en la sintesis del ADN viral; la sttuacion encontrada varia segun la especie de fago (30).

La sintesis del 4cido nucléico consiste en la formacion de polinucleotidos con una
secuencia determinada. Los precursores inmediatos del acido nucleico son los nucleotidos
5-trifosfato que son hidrolizados durante la formacion del polinucledtido, liberando
pirofosfato. La secuencia en que los nucledtidos se unen es especificada por el acido
nucléico viral, que actia como molde. Las enzimas que catalizan este proceso han sido
identificadas en algunas especies de fagos. La sintesis del acide nucleice viral no termina
con la polimerizacién, sino que muchas veces se requiere la accion de otras enzimas para
producir un acido nucléico idéntico al del bacteriéfago. Por ejemplo, el ADN de los fagos
T pares debe ser flucosilado y metilado; el ADN monoténico del fago M13 debe unirse en
sus extremos para formar una molécula circular como la encontrada en las particulas

maduras (30).

El proceso de la biosintesis del acido nucléico viral conlieva los siguientes pasos:

Nucledtidos monofostato

Nucledtido trifostato

Polifosfato de secuencia igual al molde
Acido nucléico viral

Durante el periodo latente se producen multiples copitas de acido nucleico y de
proteina viral, formandose en ¢l interior de las cé€lulas varnios fondos de los distintos
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precursores del fago. La maduracion consiste en el ensamblaje especifico de estos
componentes, sintetizados por separado para producir finalmente fagos infecciosos (30).

4. Maduracion o ensamblaje

Durante el proceso de maduracidon los distintos componentes del fago que seran
ensamblados, se toman de los varios fondos existentes para cada componente, sin otro
requerimiento aparente que el poseer la estructura que le corresponde. Uno de los
fendomenos que condujo a estas apreciaciones es €l llamado mezcla fenotipica, que se puede
observar al infectar una misma bacteria con dos mutantes de T4, distintos en cuanto a la
especificidad de su hospedante. Al analizar la progenie resultante de la infeccion, se puede
observar, ademas de fagos 1dénticos a los infectantes, otros que contienen genotipos de un
mutante y fenotipo de otro; estos fagos poseen ADN de un mutante, pero las fibras de la

cola tienen la especificidad del hospedante del otro (30, 31).

EL ensamblaje parece ser un proceso espontaneo, durante €l cual los distintos
componentes estructurales del fago se unen mediante enlaces no covalentes y en una
secuencia ordenada. Con algunos fagos estructuralmente simples que contienen ARN, ha
sido posible lograr su ensamblaje in vitro mezclando el ARN con las proteinas estructurales
en condiciones apropiadas. Pero es mas dificil imaginar que este proceso se lleve a cabo
espontaneamente en fagos de estructuras complejas, donde deben ocurrir mas de 30
ensamblajes, en perfecto orden, por lo que aun no se descarta la participacion de algunas

enzimas (30).

5. Lisis

El periodo latente termina con la lisis de las bacterias y la liberacion de los nuevos
fagos. En varios fagos se ha demostrado la accidén de una enzima, capaz de desintegrar la
pared rigida de las bacterias y provocar de esta forma la lisis. Estas enzimas, similares a la
lisozima en su accion sobre el mucopéptido de la pared, se llaman lisinas. La lisis no es,
sin embargo, concomitante con la aparicion de esta enzima, SIno que parece estar
controlada por un sistema complejo, dependiente del estado fisiologico de la celula. Asi,
por ejemplo el bloqueo de la produccion de energia o ATP en las celulas infectadas, en que
ya ha aparecido la lisina, provoca una lisis prematura (30,31).

No todos los fagos provocan la lisis de la bacteria atacada al final del ciclo

reproductivo. Los fagos filamentosos como ¢l M13 y otros, se liberan a través de la
superficie de la bacteria en previa disrupcion de €sta. Aun mas, una bacteria infectada con

estos fagos puede seguir reproduciéndose y formar colomas de 10’ o0 mas células sobre la
superficie de agar (30).
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6. Ciclo litico

Las diferencias entre los periodos de latencia y actividad de la infeccion viral se
deben a un cambio en el modo de replicacion viral. Algunos virus se pueden replicar por lo
que se conoce como ciclo litico. Ellos entran e inyectan a la célula huésped con su ADN,
obligandola a fabricar nuevos virus, hasta que la celula huésped explota hiberando los
patogenos al medio (32). El ciclo litico consiste en los siguientes pasos:

Adsorcion: la mayoria de los bactendfagos se adhieren a la pared bactenana, aunque
algunos son capaces de adherirse al flagelo o al pili. Cepas especificas de bacteriofagos
pucden adherirse solamente a cepas especificas de bacterias hospederas (32,33).

Penetracion: adhendos los fagos a la bactena, por medio de una enzima abren un agujero
en la pared celular y el fago inyecta su genoma dentro del citoplasma de la bactena, dando

inicio al pertodo de eclipse (34).

Replicacion: el genoma del fago se replica utihizando la maquinaria metabolica bacteriana
(32,33).

Maduracidn: se ensamblan las partes del fago (32, 33).

Liberacion: lisozimas del fago rompen el peptidoglucano bacteriano causando una lisis
osmotica y se liberan los bactenidéfagos intactos (Ver Anexo No. 1) (33).

7. Ciclo lisogénico

Otros virus operan diferentemente: ellos entran e inyectan su ADN en la célula
huésped pero, en vez de tomar ¢l control y fabricar mas virus, el ADN inyectado puede
tornarse inactivo por un cierto tiempo, hasta que un apropiado evento celular dispara el
proceso nuevamente. Este Gltimo ciclo se denomina temperado o lisogenico (Ver Anexo

No.1) (33,35).

El esclarecimiento del ciclo se basdé en los cuidadosos experimentos de Lwoff
realizados con la ponderada técnica de observar y tener paciencia. El observé el desarrollo
de una bactena aislada: Bacillus megaterium (bacteria de un tamafio superior a las otras) en
finas gotas de medio. La observacidn revelo el secreto, si bien nunca se encontre particulas
de fagos flotando en gotas que contenian una sola célula, se los encontraba en las colonias
derivadas de esa sola célula. Lwoff pudo obtener la respuesta: ocasionalmente, cuando una
sola célula bacteriana era observada, explotaba espontianeamente liberando cerca de 100

fagos (35).

Lwoff concluyo, que la célula huésped no era enteramente inmune al fago. Cuando
el fago se torma activo en una bactena de un cultivo lisogénico, fuerza al huésped a
manufacturar mas fagos, que eventualmente matan al hospedador y liberan fagos al exterior
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cuando la misma explota. Sin embargo el cambio del ciclo lisogénico al litico, era la
excepcidon mas que la regla. La mayor parte del tiempo, en la mayor parte de las bacterias
huéspedes el fago se encuentra en la forma 1nactiva. Mas tarde, Lwotf encontro que era
posible inducir artificialmente que todas las células de un cultivo lisogénico entren en el
ciclo litico simultaneamente exponiendo los cultivos a 1a luz ultravioleta o a Rayos X (35).

E. Bacteriofagos de Escherichia coli

El grupo de fagos mas extensamente estudiado es el perteneciente a la serie T,
numerados del 1-7, que infectan las cepas inmoéviles de Escherichia coli. Todos estos fagos
se¢ componen exclusivamente de DNA y proteina en aproximadamente igual cantidad. El
tamafio de los fagos T varia de unos 65 a 200 nm de longitud y de 50 a 60 nm de grosor

(4).

La molécula continua de DNA de doble cadena, mide alrededor de 50um de largo,
esta fuertemente empaquetada dentro de la proteina de la cabeza. Se debe hacer hincapié
en que los fagos T pares (T2, T4, T6) tienen una base inusual en su DNA, la 5-hidroxi-
metilcitosina en vez de la habitual citosina (4).

Hay otros bacteniofagos de Escherichia coli cuya morfologia y composicion
quimica son muy diferentes a la de los fagos T. El fago {2, por ejemplo, es mucho mas
pequeiio que el T y tiene una moleécula lineal de RNA de una sola cadena, en vez de DNA.
Hay fagos que poseen DNA de una sola cadena. Morfologicamente pueden ser icosacdricos

o filamentosos (4).

Un fago icosaédrico después de infectar una célula susceptible, el DNA de una sola
cadena se convierte en la forma replicativa de DNA de doble cadena, pero solamente unz
cadena es finalmente incluida en una cubierta proteinica y es la que se desprende de la
bacteria como particula infecciosa madura (4).

Los fagos filamentosos estan continuamente siendo producidos por bacterias viables
y en reproduccion, lo cual los distingue de los fagos icosaédricos tipicamente liticos, asi
que la placa fagica filamentosa es turbia. La unica razon de que esta zona sea asi €s porque
las bacterias que hiberan particulas de fago se desarrollan mas lentamente. Entre lo fagos
filamentosos de Escherichia coli se encuentran el bacteriofago M13, fd y {1 (4).

F. Aislamiento y cultivo de bacteriofagos

Los bacteriéfagos se cultivan y aislan con facilidad en cultivos jovenes de bacterias
en desarrollo activo, en caldo o en placas de agar. En los cultivos liquidos, la lisis de las
bacterias causa desde enturbimiento hasta aclaracion del cultivo, mientras que en las placas
de agar, las zonas claras son visibles a simple vista (35).
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La mejor fuente para recolectar bacteriofagos y la mas usual, es el habitat dei
hospedero. Por ejemplo, los colifagos que son los fagos patogenos de Lscherichia coli, se
aislan mejor del drenaje o del =stiércol. Esto se hace por filtracion del matenal original

(35).

Una cantidad pequefia del matenial filtrado se introduce en una capa sobrepoblada
de bacterias en division activa, sobre una placa de agar nutritivo produce una capa de lisis
mas o menos clara sobre la pelicula opaca del crecimiento bacteriano. Esta zona de lisis
recibe el nombre de placa y resulta del hecho de que la célula huésped inicialmente
infectada se lisa y libera docenas de nuevas particulas de fagos, esta a su vez infecta células
vecinas. Este proceso se repite ciclicamente hasta que cesa el crecimiento bacteriano sobre
la placa como resultado del agotamiento de los nutrientes y la acumulacion de productos

toxicos (35).

Para la purnificacion de bacteri6fagos se inoculan cultivos del hospedero bacteriano
en un medio liquido y se incuban hasta que ¢l cultivo se lisa por completo. El liquido claro
llamado lisado solamente contiene en suspension virus y restos celulares. Estos materiales
se separan por cenfrifugacion, el sedimento que es la porcion donde se encuentran los
bactenofagos puede ser lavado hasta tres veces (35).

G. Produccion y titulacion de bacteriofagos

Para enriquecer una suspension de fagos virulentos, s€ mezclan con un cultivo de la

bacteria susceptible de ser infectada o bacteria hospedera. Tras la infeccidn, las bacterias se
aislaran y soltaran nuevas particulas fagicas al medio que se centrifuga para retirar los
restos celulares. Para calcular el nimero de particulas fagicas se mezcla la suspension con
un cultivo exponencial de la bacteria hospedadora y se coloca sobre la superficie de una
placa de agar. Después de la incubacion se observa un césped bacteriano sobre el que
aparecen pequeilas areas circulares, claras que corresponden a las denominadas placas.
Estas placas de lisis representan areas de reproduccion del fago y lisis de las bacterias
infectadas en esa area. Puesto que estas placas son resultado de la infeccion de una
particula fagica se podrd determinar el nimero de unidades formadoras de placas por

mililitro de suspension (UFP/ml) mediante el recuento de dichas placas de lisis (35).

H. Aplicaciones de los bacteriéfagos
1. Fagoterapia

Una posible alternativa para el tratamiento de las infecciones bacterianas puede ser

el uso de los bacteriéfagos. Para cada tipo de bacteria hospedera se encuentra un fago
especifico, el cual pude ser encontrado siempre que la bacteria esté presente. Estos fagos

e —
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pueden ser seleccionados y aislados como un antidoto de aguas negras, heces, suelo o
polvo. El procesamiento de los bacteriéfagos depende de la forma de aplicacion. Para uso
externo, para sanar heridas, el proceso es simple, pero para un tratamiento interno la
solucion de bacteriéfagos debe ser purificada, eliminando restos bacterianos. Comparado
con los antibioticos quimicos los bacteriéfagos ofrecen varias ventajas (28,36).

a. Impacto limitante: a diferencia de los antibidticos, los bacteriofagos se autoreplican
y se autolimitan. Los bacteridfagos se replican exponencialmente mientras que las
bacterias estan disponibles en abundancia. Pero al disminuir la cantidad de
bactenas, ¢l numero de fagos declina también y son gradualmente eliminados del

paciente y del ambiente (28).

b. Desarrollo de resistencia limitada: las bacterias pueden desarrollar resistencia a los
fagos. Sin embargo los fagos tienen muchas mutaciones durante su replicacion,
ellos pueden competir con las adaptaciones de la bactenia y desarrollar por lo tanto
una limitacion a la resistencia (28).

c. Blancos especificos: el tratamiento con antibioticos quimicos a menudo causa un
desbalance bacteriano y puede llevar a una infeccion secundaria con Pseudomonas
sp., o Clostridium difficile, las cuales causan una severa diarrea e infecciones del
colon. Pero los bacteniofagos tienen como blanco una bacteria en particular siendo
mas especificos que los antibidticos quimicos, por 1o tanto causan menos dafio en la

microbiota intestinal humana (28).

2. Colifagos como indicadores

Los bacteriofagos que se hospedan en cepas de . coli son llamados colifagos. Se
ha observado que son ubicuos en habitats como el tracto intestinal humano y animal, y se
han encontrado siempre que ocurre una contaminacion fecal. Guelin (1948) fue el primero
en reconocer ¢l potencial de los bactenofagos como un sistema indicador y desde entonces
numerosos reportes han indicado el potencial de los bacteriofagos/colifagos como

indicadores de calidad microbiologica del agua (37).

Kenard y Valentine (1974) notaron una cercana correlacion entre coliformes fecales
y colifagos, y el modelo de colifagos provisto para el conteo de coliformes concordaba con

el modelo actual de conteo (37).

Los colifagos han sido sugendos como mejores indicadores de enterovirus, ya que
han sido encontrados con enterovirus durante el proceso del tratamiento, ellos exhiben una
variacion estacional similar a la de los enterovirus como resistencia al estrés ambiental y
cloracion. Aunque la resistencia de los virus al cloro varia ampliamente, existen datos que
sugieren que varios virus entéricos son considerados mas resistentes al cloro que los




22

coliformes. Sin embargo se ha establecido que cualquier sistema de fago indicador es
superior al sistema de coliformes totales y fecales (37).

3. Fagotipificacion

El fagotipificado requiere, en primer lugar, sembrar la cepa bacteriana sobre la

superficie de un medio sOlido de agar, luego se debe aplicar la suspension del fago
espectfico sobre la superficie del agar. Tras la incubacion, se observa la aparicion de placas

de lisis en aquellas areas donde la infeccion fagica haya ocurrido; esto permite identificar
aquellos fagos para los que la cepa bacteriana es huésped susceptible (37).

hhhhhhh
1
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IV. JUSTIFICACION

La diarrea contintia siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
infantil, particularmente en nifios menores de dos afos. Esta enfermedad se encuentra
ampliamente distribuida en todo el mundo, afectando principalmente a los paises
subdesarrollados, ya que esta asociada con falta de disponibilidad de recursos sanitarios y
servicios de salud, pobreza y bajos niveles de educacion en la poblacion.

Las diarreas producidas por bacterias como E£. coli son las mas comunes en paises
subdesarrollados como Guatemala, debido a que las medidas de higiene son deficientes, y
la forma de transmision de este tipo de diarreas es por medio de alimentos y agua

contaminada.

La busqueda vy aislamiento de bactenofagos para £. coli diarreogenicas como £.
coli enteropatdogena y enterotoxigénica, es importante para iniciar el desarrollo de nuevas
investigaciones sobre fagos, que en Guatemala han sido escasas, y que en un futuro se
aproveche la capacidad litica de éstos. [Esta propiedad se podria utilizar para
fagotipificacion y fagoterapia como se ha hecho en otros paises.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1. Estudiar y aislar bacteridéfagos especificos para E. coli enteropatdogena y £. coli
enterotoxigénica productoras de diarreas en nifios menores de dos afios.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar bacteriofagos para £. coli a partir de aguas de rio por medio de filtracion
para obtener el stock de fagos.

2. Determinar la proliferacion de bacteriéfagos por medio del enfrentamiento de cepas
de E. coli con el stock de fagos, mediante la observacion de placas de lisis.

3. Almacenar los bacteriofagos obtenidos en condiciones ideales para ser utilizados en
investigaciones futuras.
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VI. HIPOTESIS

Este estudio por ser de cardcter descriptivo, con muestreo a conveniencia, no
aleator1o, no requiere hipotesis.
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VH. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Todas las cepas diarreogénicas aisladas de casos infantiles del area rural de
Guatemala en estudios previamente realizados en Instituto de Nutricion de Centro Ameérica

y Panama (INCAP).

1. Muestra

Las cepas utilizadas para llevar a cabo la investigacion fueron seleccionadas del
cepario del INCAP. Se utilizaron cuatro cepas de . coli enteropatogena (ECEP), codigos
01142526, O1112948-59, 700532 O86 y 700844 O44. Y cuatro cepas de E. coli
enterotoxigénica (ECET), codigos 28C02 LT, 64111 ST, 75688, 64111b

2. Controles

Se uttlizaron tres cepas ATCC, proporcionadas por el INCAP, como controles de
especificidad de los bacteriofagos sobre las cepas de E. coli. Las cepas son: Staphylococcus
aureus 25923, Shigella flexneri 12022, Escherichia coli 25922

B. Recursos

1. Humanos
Investigador: Br. Heidy Azucena Florian Oliveros
Asesor: Dr. Mario Gonzalez

2. Instituciones

Instituto de Nutricion de Centro Ameérica y Panama
Laboratorio de Microbiologia y Virologia Dr. Leonardo Matta.
Universidad de San Carlos de Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Escuela de Quimica Bioldgica, Departamento de Bioquimica

C. Materiales

1. Material Bioldgico

Agua de los rios Villalobos (zona 12) y Las Vacas (zona 16).
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Cultivo de Escherichia coli enteropatogena
Cultivo de Escherichia coli enterotoxigénica

Particulas de fago, obtenidas del agua de rio.

Material de laboratorio

Pipeta de S ml.

Pipetas de 1 ml esténiles
Tubo de ensayo estériles
Cajas de Petn

Vaso de precipitados de 250 ml.
Erlenmeyers de 1000 ml.
Gradilla

Mechero

Asa de nicromo
Incubadora

Centrifuga de mesa

Autoclave

Manguera de pie de largo para filtrar al vacio

Unidad de filtracion

Papel indicador de pH, rango de 1-14

Papel aluminio

Papel Craft

Membranas de filtracién de 0.45 um Millex®-G S (Millipore Bedford, MA)
Filtros de 0.45 um Millex®-HS (Millipore, Bedford, MA)

Jeringas de 10 cc

Bomba de vacio
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Vortex

3. Reactivos

Cloroformo
Agar tripticasa soya
Caldo tripticasa soya

Agar MacConkey

Suplemento de extracto de levadura

Agua destilada
Cloruro de magnesio

Cloruro de sodio grado reactivo

D. METODOS
1. Cultivo de Cepas de E. col:

Las cepas de E. coli utilizadas en este estudio, fueron proporcionadas por el Instituto
de Nutricion de Centro América y Panama (INCAP), se conservaron en agar nutritivo, para
su uso en el enfrentamiente con el stock de fagos se procedid de la siguiente manera:

¢ Tomar una muestra de cada cepa preservada en agar nutritivo v seguidamente sembrar

en agar tripticasa soya incubar a 37°C por 24 horas.

e Resembrar tres veces en condiciones iguales, para que las bacterias crezcan
adecuadamente y recuperen sus propiedades.

e El cultivo bactenano para el enfrentamiento con el stock de fagos debe de tener de 18 a

24 horas de incubacion a 37°C, para tenerlo en fase de crecimiento.

2. Identificacion de cepas de E. coli

Las cepas de E. coli enteropatdogenas (ECEP), fueron identificadas seroldogicamente
antes de ser entrentadas con el filtrado de aguas de rios. También las cepas de E. coli
enterotoxigénica (ECET), fueron identificadas por medio de un ELISA.

La técnica serologica de aglutinacion en tubo para la identificacion de F£. coli
enteropatdgena es la siguiente (Ver Anexo No. 2):
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e Seleccionar tres colonias sospechosas de E. coli a partir del cultivo en estudio. Sembrar
las colonias individualmente en caldo tripticasa soya ¢ incubar los tubos a 37°C por 18-
24 horas. Simultaneamente, sembrar cada colonia seleccionada en medios de
confirmacion bioquimica para £. coli.

e Hervir los caldos de cultivos de tripticasa soya durante una hora. S1 se observa la
formacion de grumos indica que la cepa es rugosa (autoaglutinante) por lo que se
elimina.

e Silacepa no forma grumos se continua el procedimiento.

e Preparar un pool de los cultivos ya hervidos, mezclando un mililitro de cada uno. Luego
ajustar con solucion salina a una turbidez similar al tubo de McFarland No. 3.

e Preparar los tubos por pool para confirmar de la siguiente manera:

. TUBO | Omnsuero EPEC |  Solucion salina Pool (suspension bacteriana) |
1 0.1 mi -- 0.9 ml

2 (control -- 0.1 ml | 0.9 mi

negativo) | | L -

Agitar los tubos e incubar a 50°C en bafio de Maria durante 18-20 horas.

e Observar los tubos en busca de aglutinacion. Una prueba positiva esta indicada por un
precipitado en el fondo del tubo y un sobrenadante claro. El control negativo se

observa turbio y ausencia de aglutinacion.
e Sila prueba es positiva, informar como £. coli enteropatogena.

2. Aislamiento de bacteridfagos

Se realizaron cuatro recolecciones de aguas de rio para aislar bactenoéfagos de E.
coli, se selecciond este material por ser una de las fuentes mas confiables para encontrar

fagos para esta bacteria.

Los bacteriofagos se aislaron de las aguas recolectadas del rio Las Vacas, ubicado
en la zona 16 vy el rio Villalobos en la zona 12 de la Ciudad Capital de Guatemala (Ver

Anexo No. 3).

Procedimiento:

e Recolectar el agua de la superficie del rio.

e FEn cada muestreo recolectar 100 - 500 ml de agua.

e Fl agua se purifica primero por medio de filtracion al vacio con papel filtro y despues
se filtra al vacio con una membrana de 0.45 um para obtener el agua filtrada con fagos

(9, 35).
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Preparacion del agar

Colocar en un erlenmeyer de 1000 ml 40 gramos de agar tripticasa soya, 0.1 gramo de
cloruro de sodio y 0.1 gramo de cloruro de magnesio.

Disolver los ingredientes del agar en un litro de agua destilada.

Calentar y llevar a ebullicion. Luego colocar ¢l erlenmeyer en el autoclave por 15
minutos a 121° C.

Comprobar la calidad del medio midiendo el pH, con papel tomnasol, este debe

mantenerse en 7.3.
Verter el agar en cajas de petri estériles. Dejar solidificar y guardar en una refrigeradora

a4°C.

Control de calidad del agar y caldo tripticasa soya

A todo lote de agar o caldo preparado, realizar control de crecimiento bacteriano y de
hongos por medio de incubacion a 37°C por 24 horas.

S1 se observa la presencia de colonias de hongos o bacterias en el agar o bien turbidez
del caldo, no utilizar los medios preparados.

S1 no se observa la presencia de colonias de hongos o bacterias en el agar o bien
turbidez en el caldo, utilizar los medios preparados.

M¢étodos de deteccion de bactenofagos
M¢étodo de plaqueo por goteo

Incubar 10ml de caldo Tripticasa soya con la bactenia hospedera (Escherichia coli) por

24 horas a 37°C.

Inocular con £. coli dos caja de agar tripticasa soya.

Dispensar cuatro alicuotas de 0.1 ml de agua filtrada con fagos dentro de una caja de
Petri. Dispersar en toda la caja el agua filtrada con fagos.

Para el control negativo, no se agrega el agua filtrada con fagos.

Incubar a 37°C por 24 horas.
Examuinar las cajas de petri, para observar si el bacteriofago lisa las bacterias (38).

Interpretacion de resultados

Identificacion de placas de lisis: que son pequenias areas circulares claras que representan
areas de reproduccion del fago y lisis de las bactenas.
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No se encuentran placas de lisis: no hubo reproduccion del fago y por lo tanto no se lisan
las bactenas.

b. Por lisis del cultivo en caldo

e Inocular 2 tubos con caldo tripticasa soya (CTS) enriquecido con extracto de levadura
con la bactenia hospedera (£. coli).

e Adicionar a un tubo de caldo 1 ml del agua filtrada con bacteriofagos o bien placas de
lisis obtenidas del método de plaqueo por goteo.

e Incubar los dos tubos a 37°C y examinar la turbidez cada hora, comparando con ¢l
control negativo, cultivo inoculado con bacteria pero no con ¢l fago (38).

Interpretacion de resultados

Ausencia de turbidez: indica que el fago estaba presente, se reprodyjo y liso las bacterias.
Presencia de turbidez: no hubo reproduccion del fago.

6. Purificacion de bacteriofagos

La purificacion de bacteriéfagos se realizé a partir de las placas de hisis obtenidas
por el método de plaqueo por goteo.
e Remover las placas de lisis obtenidas y colocarlas en un tubo con caldo tripticasa
soya (CTS) previamente inoculado con £. coli. Incubar a 37°C por 24 horas.

¢ Filtrar el CTS con un filtro de 0.45um

e Realizar el procedimiento del método de plaqueo por goteo, utilizando cepas ae £.
coli en estudio, y las cepas ATCC, E. coli 25922, §. aureus 25923, S. flexneri

12022.

e Observar el aparecimiento de placas de lisis, la presencia de estas en las cepas
ATCC indica la presencia de un fago no especifico para £. coli, aunque efectivo
para su destruccion. Si no existe lisis de las cepas ATCC, es un bacteriofago

especifico para L. coli.

Luego de haber realizado estas pruebas se debe remover las placas de lisis obtenidas

colocarlas en C1S previamente inoculado con E. coli. Incubar a 37°C por 24 horas.
Filtrar el CTS con un filtro de 0.45 um y se sigue el procedimiento de purificacion con

cloroformo:

e A 10 mlde filtrado agregar 0.5 ml de cloroformo, mezclar vigorosamente.

e Dejar sedimentar o centrifugar.
e Decantar el sobrenadante, dejar airear €l boton hasta que no quede clorotormo.
En el botdn se encuentran los fagos (38).
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Los bacteriotagos aislados, se guardaron en un recipiente sellado a una temperatura
de -20°C (38). Para que se puedan utilizar posteriormente en futuras investigaciones.

E. Diseiio de investigacion
1. Tipo de Estudio
Estudio de caracter descriptivo, con muestreo a conveniencia, no aleatorio.
2. Analisis de Datos
Se tabulo los datos obtemidos por medio de tablas realizadas en el paquete Word

version 97 (Microsoft Corporation, USA). Reportando los resultados de manera descriptiva
en presencia o ausencia de bactenofagos.
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VII. RESULTADOS

A. Deteccion de bacteriofagos

Para la deteccion de bacteriofagos especificos para cepas de E. coli se recolecto
cuatro muestras de aguas, dos del rio Las Vacas (zona 16) y dos del rio Villalobos (zona
12) de la Ciudad Capital de Guatemala. De los muestreos realizados en el rio Las Vacas
(zona 16), en la semana del 2 al 6 de septiembre del afio 2002, se recolectaron 500 ml de
agua en cada uno, de los analisis bacteriologicos se observo el crecimiento de Escherichia
coli en agar MacConkey en ambos muestreos, la imagen bioquimica de la bateria fue TSI
A/A++-; LIA: K/A,--; MIU :M+, I+, U-; y Citrato: -. Posteriormente para la deteccion
de bacteriofagos, se enfrentaron los filtrados con las cepas de E.coli diarreogénicas
utilizando el método de plaqueo por goteo, los resultados se muestran en la Tabla No. 1.

TABLA No. 1. Resultados de los muestreos del rio Las Vacas (zona 16).
Cepas de Escherichia coli diarreogénicas enfrentadas con el filtrado.

Numero de cepa Presencia de Control Negativo Presencia de ' Control Negativo |
Bacteriofagos Primer muestreo Bactendéfagos Segundo Muestreo
] | Primer Muestreo | Segundo Muestreo |
ECET 286C2 TL | NT CN I P(5mm) * | CN
ECET 64111 TS N CN N | CN
ECET 75688 N CN P (2 mm) CN
ECET 641118 N CN N CN
ECEP 01142526 N CN ‘ N | CN
ECEP 01112948 -59 N | CN N | CN |
ECEP 700532 O86 N CN N CN
ECEP 700844 044 N CN N | CN

+ N: indica que no se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con las bactenas y el filtrado.
t CN: indica crecimiento normal bacteriano en los controles negativos, inoculacion de bacterias

diarreogénicas sin filtrado.
* P: indica que se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con la bacteria y el filtrado. Entre

paréntesis se indica el diametro del halo observado.

De los muestreos realizados en €l rio Vilialobos (zona 12), en la semana del 16 al 21
de septiembre del afio 2002, se recolectaron 500 ml de agua en cada muestreo. OS¢
evidencio la presencia de E. coli en los cultivos bacteriologicos, 1dentificandose por medio
de pruebas bioquimicas, indicadas anteriormente. Los resultados del enfrentamiento de los
filtrados con las cepas de E. coli diarreogénicas se presentan en la Tabla No. 2.
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TABLA No. 2. Resultados de los muestreos del rio Villalobos (zona 12)
Cepas de Escherichia coli diarreogénicas enfrentadas con el filtrado.

Nuamero de cepa Presencia de .Control Negativo Presencia de Control negativo
Bacteriofagos | Prumer Muestreo Bacteriotagos | Segundo Muestreo
Primer Muestreo Segundo Muestreo |
'ECET 286C2 TL N+ 1 CNi N CN
ECET 64111 TS N CN N CN
ECET 75688 N CN N CN
ECET 64111B N CN N CN
| ECEP 01142526 N CN N CN
ECEP 01112948 —59 N CN N CN
ECEP 700532 086 P (2 mm)* CN N CN
| ECEP 700844 044 | N | CN N CN

t N: indica que no se observaron placas de lisis en las cajas de petr1 inoculadas con las bactenas y el filtrado.
} CN: indica crecimiento normal bacteriano en los controles negativos, inoculacion de bactenas

diarreogénicas sin filtrado.
* P: indica que se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con la bactenia y el filtrado.

Entre paréntesis se indica el ditametro del halo observado.

B. Recuperacion de bacteriéfagos

Se recuperaron los bacteriofagos a partir de las placas de lisis observadas al
enfrentarse las cepas de E. coli diarreogénicas con los filtrados de las aguas. Las placas de
lisis fueron removidas del agar y colocadas en caldo tripticasa soya (CTS) previamente
inoculado con cada una de las cepas de E. coli, donde se obtuvo la placa de lisis. Posterior
a la incubacion el CTS se filtr6. Del filtrado obtenido se aplico sobre cajas de petrn
inoculadas con las mismas cepas de E. coli. Los resultados de la recuperacion de
bacteriofagos se presentan en la Tabla No. 3.

TABLA No. 3. Resultados de la recuperacion de bacternnofagos

| Numero de cepa Obtencion de placas de lisis
ECET 286C2 TL p*
ECET 75688 N7
ECEP 700532 O86 N

* P: indica que se observaron placas de lisis en las cajas de petr1 inoculadas con la bacteria y el filtrado.
+ N: indica que no se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con las bacterias y el filtrado.

Como un resultado adicional, en las resiembras efectuadas a partir del cultivo
previamente enfrentado con el fago, dentro de las placas de lisis obtemdas, se observo la
presencia de pequefias colonias las cuales se 1dentiiicaron bioquimicamente como £. coli,
pero poseian caracteristicas distintas a las colonias que no entraron en contacto con el stock
de fagos. Las colonias que no entraron en contacto con los fagos son redondas, elevadas,
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lisas y suaves, pero las colonias que quedaron dentro de las placas de lisis son redondas,
elevadas, hisas y duras.

C. Especificidad del bacteriofago

Al utilizar las cepas de £. coli ATCC, S. aureus ATCC y §. flexneri ATCC se
evidencio que los bacteriofagos aislados son especificos para cada uno de los tres serotipos
de £. coli utilizados en el presente estudio, los resultados se muestran en la Tabla No. 4.

TABLA No. 4 Resultados de Especifidad de los bacteriofagos con cepas ATCC

Nﬁmer::_{ de cepa Presencia de placas de lisis Control Negativo
ECET 286C2 TL pP* CNi
| E. coli 25922 - N7 CN
S. aureus 25923 N CN
S. flexneri 12022 N CN
ECET 75688 P CN
E. coli 25922 N CN
S. aureus 25923 N CN
S. flexneri 12022 N CN
ECEP 700532 O86 P CN
E. coli 25922 N CN
S. aureus 25923 N CN
| S. flexneri 12022 N CN

* P: indica que se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con la bacteria y stock de

bacteridfagos.
T CN indica crecimiento normal bacteriano en los controles negativos, inoculacion de bacterias, sin stock de

bacteriofagos.
+ N: indica que no se observaron placas de lisis en las cajas de petri inoculadas con las bacterias y el stock de

bacteriofagos.

D. Purificacion de bacteriofagos

Cada uno de los tipos de bacteriofagos recuperados se pasaron a través de un filtro
con poro de 0.45 um con ayuda de una jeringa de 10 ml, se recuper6 3 ml de cada stock de
fagos. Posteriormente se sometieron al tratamiento con cloroformo para su purificacion, el
boton obtenido de este procedimiento se almacend a —20°C.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio son comparables a otros estudios
reportados, en donde el aislamiento de bacteriofagos se ha realizado a partir de aguas de
rios contaminados con aguas negras (25,26). Este fenomeno ha sido observado siempre y
cuando exista en el medio el hospedero (35). La presencia de L coli en los rios Las Vacas
(zona 16) y Villalobos (zona 12), aseguraba en cierto grado la existencia de los
bacteriofagos; aunque la E. coli aislada no fue tipificada, los bacteriofagos que se
recuperaron fueron especificos para tres cepas de L. coli implicadas en casos de diarrea en
nifios menores de dos afios, provenientes del area rural de Guatemala.

Los fagos han sido utilizados para la tipificacion por su especificidad para cada tipo
de cepa bacteriana, esto es debido a que las bacterias poseen receptores en su superticie
para un determinado tipo de fago, pero aun los fagos suelen ser altamente especificos
diferenciando entre los diferentes serotipos de una bacteria (28, 35). Por lo que los fagos
aislados en el presente estudio pueden considerarse especificos para cada una de las cepas
en las cuales causaron lisis, debido a que el enfrentamiento de cada uno de los fagos con las
diferentes bacterias ATCC vy las otras bacterias empleadas dieron resultados consistentes en

su especificidad.

Diversos métodos han sido utilizados para la recuperacion de bacteriotagos, los mas
frecuentes son método de lisis del cultivo, doble plagueo y plaqueo por goteo (4). En el
presente estudio se utilizé el método de plaqueo por goteo para la deteccion y aislamiento
de bacteriofagos, por ser una metodologia simple, practica y que proporciona buenos
resultados. También se utilizdo la metodologia de lisis del cultivo en caldo, para la
produccion masiva de bacteriofagos, debido a que el caldo utilizado en esta metodologia
proporciona los nutrientes necesarios para que la bacteria se multiplique y el fago se
reproduzca y lise las bacternias.

Los bacteriofagos han sido purificados desde su descubrimiento por medio de
filtracion y sedimentacion (4, 35). En este estudio los bacteriofagos aislados fueron
purificados por medio de filtracion, cloroformo y centrifugacion (38), esta técnica permite
recuperar los bacteriofagos y eliminar restos bacterianos que pudieron quedar aun despues

de la filtracion.

Los bacteriofagos que poseen ciclo iitico tienen la capacidad de replicarse y lisar las
bacterias rapidamente, por este motivo son utilizados para desinfeccion, fagoterapia,
fagotipificacion y como indicadores de contaminacion bacteriana (32); los bacteriotagos
obtenidos en el presente estudio tienen caracteristicas que los enmarcan en este tipo de
ciclo, debido a que se multiplican con rapidez en un periodo de vemnticuatro horas. Ademas
: se observo que algunas colonias de FE. coli enfrentadas con los bacteniofagos, se

transformaron en resistentes a la actividad litica del fago esto puede ser debido a que una
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vez el fago ha penetrado en una célula hospedera, su integracion al genoma bacteriano
genera un cuadro inmune a la reinfeccion por fagos de la misma u otra especie. Estas
observaciones han sido reportadas previamente denominandose restriccion (31), lo cual
puede correlacionarse con la transformacion morfologica que sufrieron las colonias, ya que
las colonias que se utilizaron en el estudio fueron purificadas, y eran provenientes de clonas

bacterianas.

Los bacteriofagos obtenidos en el presente estudio pueden ser utilizados en nuevas
investigaciones tales como fagoterapia, desinfeccion, fagotipificacion o indicadores, con el
fin de evitar la propagacion, contaminacion e infeccion con cepas de L. coli diarreogénicas,
contribuyendo a reducir las tasas de episodios diarreicos, principalmente en poblaciones
infantiles y otras poblaciones susceptibles, como lo podrian ser pacientes con
inmunocompromiso, personas de la tercera edad y turistas extranjeros. Por lo tanto, los
bacteriofagos aislados fueron purificados y almacenados a —20°C en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de

Guatemala.
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X. CONCLUSIONES

i. En el presente estudio se obtuvieron tres bacteriofagos especificos para cepas de L.
coli diarreogénicas implicadas en casos infantiles del area rural de Guatemala, los fagos
fueron recuperados de filtrados de aguas de los rios Las Vacas (zona 16) y Villalobos (zona

12).

2. La caracteristica de replicacion rapida y de formacion de placas de lists observadas
en los bacteridfagos recuperados, los clasifican como bacteriofagos liticos.

3. La presencia de cepas de £ coli en las aguas de los rios muestreados, son
indicadoras de la presencia de bacteridfagos género especiticos.

4, La ausencia de una-accion de transformacion morfologica o de formacion de placas
de lisis en las bacterias Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Shigella flexneri ATCC 12022 utilizadas como controles demuestra la especificidad
de los bacteridfagos para las cepas de Escherichia coli enterotoxigenica (ECET), y
Escherichia coli enteropatogena (ECEP) aisladas en casos de diarrea infantil.

5. Los bacteriéfagos recuperados en el presente estudio transformaron la mortologia de
las colonias bacterianas, 1o que sugiere una integracion de su genoma al bacteriano.

6. La presencia de bacteriofagos capaces de lisar cepas de ECET y ECEP, indican
indirectamente la presencia de este tipo de cepas diarreogenicas en las aguas de los rios Las
Vacas y Villalobos, respectivamente.
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XI. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios mas profundos sobre el tipo de bacterias de £. coli diarreogénicas
presentes en los rios las Vacas y Villalobos, asi como de sus efluentes para actualizar las
politicas de saneamiento ambiental y tratamiento de aguas residuales, debido a la
recuperacton de bacteriofagos especificos para ECET y ECEP.

2. Investigar la presencia de bacteriofagos y de sus hospederos, principalmente
patoégenos, en otros rios utilizados como vertederos de aguas negras, tanto en €l area
capitalina como en el area rural, donde los patogenos puedan estar implicados en brotes

epidemicos.

3. Se recomienda la utilizacion de los fagos recuperados para aplicarlos en estudios de
desinfeccion, tratamientos de aguas y fagotipificacion, especialmente en areas donde las
cepas de E. coli diarreogénicas provoquen problemas de salud en nifios y otros grupos
poblacionales susceptibles.
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ANEXQO No.2

OMNISUEROQ Escherichia coli ENTEROPATOGENA
(ECEP)

El antisuero utilizado en la técnica de aglutinacién en tubo para la identificacion de
E. coli enteropatogena (ECEP) es preparado a partir de mezclas de antisueros monovalentes
de cada uno de los serogrupos de ECEP. Estos antisueros son producidos por inmunizacion
de conejos con antigeno somatico (O) de cepas estandar, de acuerdo con la metodologia del
CDC (Centro de Control de Enfermedades, Atlanta, Georgia USA).

Este antisuero incluye los serogrupos que corresponden a E. coli enteropatdogena:
018, 020, 026, 044, 055, 086, O111, O114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142,

0148, O1358.

Este antisuero se utiliza para el diagnostico de cualquiera de los serogrupos de
ECEP por la técnica de aglutinacion en tubo. No establece serogrupo especifico.

El antisuero fue producido en el Laboratorio de Microbiologia del INCAP,
Guatemala, Centro América.
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