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RESUMEN

La idea de la aplicacion de los bacteridfagos 6 fagos en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, no es una idea nueva. En [917 se reconocié que los
bacteriofagos eran los causantes de infectar a las bacterias, e inmediatamente después se
aplicé este conocimiento en la utilizacion de los fagos como una terapia antibacteriana.
Asi, y con el surgimiento e introduccion de nuevos antibioticos como la penicilina
derivados de otros microorganismos como los hongos y cuvo espectro contra diversos
patogenos era muy amplio, rapidamente cambio el giro de la investigacion médica. Hoy
en dia, el interés por esta terapia ha regresado debido al probiema del surgimiento v
dificil erradicacion de un mayor numero de infecciones inducidas por bacterias
multirresistentes. El problema de la multirresistencia concierne directamente a las
infecciones a las infecciones intrahospitalarias, no solo con aquellos patogenos
resistentes a los antibidticos como es el caso del Staphviococco, sino también a bacterias
Gram-negativas como: Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia y Proteus.

Debido a la apremiante necesidad de contar con nuevas terapias alterativas, el
objetivo de este estudio se enfocé en mostrar la efectividad de los bacteriofagos para
rescatar a ratones de una infeccidn letal ocasionada por Klebsiella pneumoniae. El
estudio inicié aislando los bacteriéfagos y consistié en aplicar el tratamiento con estos
fagos especificos para las cepas patégenas de K. pneumoniae, utilizando diferentes
concentraciones y tiempos post-infeccién. Se obtuvieron aproximadamente 100 fagos.
de los cuales se seleccionaron 9 para conformar un cdctel. Los fagos utilizados en ese
estudio tuvieron una actividad litica in vitro del 80% al ser retados con un total de 36
aislados clinicos. Una de estas cepas la K06 fue seleccionada para inducir la infeccion
en ratones, via puncion pulmonar a una concentracion de 10" UFC/ml. Los resultados de
la infeccion mostraban letalidad dentro de las primeras 48 horas. Al aplicarles una
simple dosis de fagos a una concentracién de 10° UFP, administrada hasta 4 horas
después de la inoculacién bacteriana, fue suficiente para obtener un 100% de
supervivencia. En adicién a otras ventajas en €l uso de la fago-terapia podemos inferir
que en éste caso en particular, el tratamiento con los bacteriéfagos resulto ser tan eficaz

como el tratamiento con antibidticos.



INTRODUCCION

Hoy en dia existe una gran variedad de compuestos quimicos de bajo peso
molecular tanto naturales como sintéticos y semi-sintéticos, capaces de impedir el
crecimiento bacteriano. A estos compuestos se les ha denominado antibidticos o agentes
antimicrobianos (11).

Debido al gran nimero de antibidticos, y ya que algunos de éstos han sufrido
modificaciones quimicas para ser mas efectivos en el tratamiento, a estos compuestos se
les han clasificado en: Antibidticos PB-lactamicos, Aminoglucésidos. Quinolonas.
Tetraciclinas, Macrolidos, Glicopéptidos y polipéptidos, Sulfonamidas y Trimetoprima.
y Cloramfenicol (21).

Desafortunadamente, el constante uso y abuso de los antibidticos esta generando
la resistencia o multirresistencia en una gran cantidad de bacterias, creando serios
problemas para su eliminacion. Las bacterias antes sensibles a los antibiodticos ahora va
no lo son y las bacterias que eran poco agresivas se han convertido en microorganismos
patogenos dificiles de erradicar (14).

En la naturaleza s posible encontrar bacterias que por si mismas son resistentes
a los antibidticos. Sin embargo, las bacterias sensibles pueden llegar a ser resistentes
debido principalmente al intercambio del material genético via plasmidos, transposones
o por fagos transductores. Asi, sin lugar a dudas, el uso indiscriminado de estos
productos por la comunidad en general, asi como en los hospitales ha incentivado la
multirresistencia (11).

Los mecanismos principales mediante los cuales las bacterias son resistentes a la
accion de los antibidticos son tres basicamente: 1) por inactivacion del antibidtico; 2)
bor alteracion del sitio blanco del antibiotico y 3) por disminucioén del transporte del
antibidtico al interior de la célula (cuadrol). Estos mecanismos pueden ocurrir
simultineamente en un microorganismo, o bien, puede manifestarse un solo mecanismo

para diferentes clases de antibidticos (11).



Cuadro 1. Mecanismos de resistencia de ciertos antibidticos

Antibiético Mecanismo de resistencia Base genética de la | Patégenos que presenta la
resistencia resistencia.
fB-lactamicos a)Alteraciones en el ensamblaje a)Cromosomal Sthaphylococci areus
de proteinas S.epidermdis
b)Reduccion de permeabilidad. b)Cromosomal Pseudomonas aeruginosa
¢) B lactamasas Klebsiella pneumoniae
c)Plasmidos y/o Acinetobacter
. cromosomal Enterococci
Aminoglucésidos { a)Modificacion del antibiotico a)Cromosomal Streptoccoci
impidiendo el transporte b) Via plasmidos Pseudomonas
b)Modificacion enzimatica Staphyloccoci
Quinolonas a)Alteracion de la DNAgirasa a)Cromosomal S. areus
b)Reduccion de la permeabilidad | b)Cromosomal Enterobacteriaceae
Tetraciclinas a)Alteracion de proteinas a)Plasmidos Neiseria gonorrea
ribosomales Mycoplasma
Macrélidos a)Metilacion enzimatica a)Plasmido v/o | Streptococci
Cromosomal Streptococi_pneumoniae
Glicopéptidos a)Alteracion del blanco a)Plasmido y/o | Enterococci
) cromosomal Lactobacillus
Cloramfenicol a)Modificacion del antibidtico | a)Plasmido vlo | Staphylococci
evitando asi su unién al ribosoma | cromosomal Streptoccoci
S. pneumoniae

Tabla. Tomada y Modificada de Mecanismos de Resistencia, “The Crisis in Antibiotic Resistance’(21).

La resistencia hacia uno o varios antibiéticos es una caracteristica importante que

se asocia sobre todo a infecciones nosocomiales (las infecciones nosocomiales son
aquellas que aparecen 72 horas de estancia hospitalaria y que no est4n presentes cuando
¢l paciente ingresa al hospital). En 1992 las infecciones nosocomiales reportaron ser la
causa de -8 millones de accesos al dia a hospitales, de los cuales aproximadamente
80,000 se resolvian en muertes, al mismo tiempo estas infecciones eran las causantes de
inversiones de $4.5 billones de ddlares en el sistema de cuidados para la salud (31).

Dentro de los principales agentes patdgenos resistentes a antibidticos causantes
de infecciones nosocomiales encontramos a cepas bacterianas de Klebsiella pneumoniae
productoras de B-lactamasas de amplio espectro y cepas de Enferococos resistentes a la
vancomicina (21).

Entre las cepas multirresistentes se encuentra en particular a K. pneumoniae, que
fue la seleccionada en el presente estudio por las siguientes razones: 1) Se ha reportado
tanto en el ambito nacional como en el internacional ser el agente etiolégico responsable

de nosocomiales

una gran diversidad de brotes, incluyendo enfermedades




principalmente en el drea de cuidados intensivos. 2) La incidencia entre 5% al 7% con
relacion a todas las infecciones adquiridas en un hospital la hacen uno de los patdgenos
més importantes (21)

Klebsiella pneumoniae, bacilo Gram-negativo el cual carece de motilidad y se
encuentra en la flora intestinal normal. Anteriormente se le consideraba como una
bacteria no patdgena. Actualmente, es capaz de infectar las vias del tracto urinario y el
sistema respiratorio causando neumonia severa, dolor de pecho, dificultad para respirar v
fiebre. Usualmente es un patogeno oportunista, caracteristico de infecciones en nifos ¢
infantes y mds cominmente en adultos en edad avanzada. K. preumoniae es capaz de’
infectar a ambos sexos por igual. Las personas con una mayor predisposicién son las
inmunosuprimidas, alcohélicas e individuos que sufren severas enfermedades como
diabetes mellitus u obstruccién pulmonar crénica, neumonia, infecciones del tracto
urinario y bacteremia. Esta bacteria se transmite via fecal-oral y por el aire (22).

Los factores de patogenicidad de Klebsiella se reducen en cvatro: 1) La presencia
de cdpsula. Esta se compone de polisaciridos formando estructuras fibrosas densas
sobre la superficie de la bacteria. La cdpsula protege a la bacteria de la fagocitosis por
células polimorfo nucleares del sistema inmune, adicionalmente inhibe la diferenciacion
y la capacidad funcional de los macréfagos. Existen 77 tipos capsulares. y muestran
diferencias en la virulencia. Estos son conocidos como antigenos capsulares K. 2) Los
pilis, estos son proyecciones filamentosas no flageladas localizadas sobre la superficie
bacteriana. Estas estructuras miden de 1 a 1lnm de didmetro y estdn formadas por
proteinas globulares poliméricas. Los pilis son capaces de aglutinar eritrocitos de
diferentes especies animales. Dependiendo si la reaccion es inhibida por D-manosa se
denomina hemaglutininas manosa-sensible (MSHA) o manosa-resistente (MRHA). En
las Klebsiella sp. existen 2 diferentes tipos de pilis predominantes: 1) El pili tipo 1 es
una adhesina sensible a manosa, la cual aglutina eritrocitos de cobayo, se localiza sobre
el cuerpo fimbrial y es capaz de unirse a trisacdridos que contengan manosa dentro de
las glicoproteinas del huésped. Esta se asocia a la patogénesis de infecciones de tracto
urinaric y pielonefritis. 2) El pili tipo 3 es una adhesina (MRHA) que aglutina
solamente a los eritrocitos si son tratados con acido tanico. Es caracteristico de las cepas

de K. pneumoniae que se adhiera a diferentes tipos de células: endoteliales, epiteliales



del tracto respiratorio y uroepiteliales de los riffones. Este pili media la adhesion
bacteriana a la membrana basal tubular, a las cipsulas de Bowman's y al vaso renal. 3)
Presencia de sider6foros. Los sideroforos son moléculas que capturan el fierro de bajo
peso molecular, funcionando como agentes quelantes, son capaces de tomar el fierro y
transportarlo a su huésped. Eﬁtre los sideréforos més importantes se encuentran los
ferricromos, ferrioxaminas y aerobactina. Esta dltima media la salida de fierro v
posiblemente contribuya de manera indirecta a la patogenicidad de Klebsiella sp.
4) Resistencia al efecto bactericida del suero, el cual es mediado por proteinas del
complemento. Después de la cascada de activacion del complemento estas proteinas se
acumulan como un complejo que ataca a la membrana del microorganismo. Este
complejo consiste en las proteinas C5b —C9, el cual produce un poro en la membrana de
las bacterias permitiendo la infiltracion de Na+ y subsecuentemente la “lisis osmotica”™
de la bacteria. Desgraciadamente la mayoria de las bacterias Gram-negativas son
resistentes a la accion del suero bactericida y la patogenicidad de estas bacterias
regularmente es exhibida. En Klebsiella sp. existen dos hipétesis de mecanismos de
resistencia al suero: a) la capsula de lipopolisacaridos podria enmascarar los antigenos O
(LPS) v por lo tanto no activar el complemento, b) regulacion de la cantidad de C3b el
cual media el grado de resistencia al suero (22).

A mediados de los 80’s la terapia contra las infecciones ocasionadas por K.
pneumoniae no fue exitosa, debido a que estas eran resistentes a cefotaxima, cefriaxone,
o ceftazidime (antibidticos B-lactdémicos). La resistencia fue como resultado de -
lactamasas modificadas. Algunas de estas enzimas hidrolizan el anillo B-lactamico de
los antibidticos como las que presentan las penicilinas, cefalosporinas de primera,
segunda, tercera y cuarta generacion, carbapenémicos y monobactamicos. Otras actian
contra inhibidores de B-lactamasas como el 4cido clavulanico. Algunas B-lactamasas
utilizan iones zinc para romper el anillo B-lactdmico, pero un gran nimero de ellas opera
por el mecanismo via la formacion de un enlace éster de serina, en donde la enzima
primero se asocia con el antibidtico para producir el complejo no covalente de
Michaelis. Este facilita que el anillo B-lactdmico sea atacado por un hidroxilo libre de la
cadena lateral de la serina, formando un enlace covalente éster acilo. La hidrlisis del

éster libera el sitio activo de la enzima e inactiva el antibiotico (21).



E! incremento de la multirresistencia bacteriana hacia los antibidticos, ha
motivado en el dmbito cientifico a buscar nuevas alternativas para un eficiente
tratamiento terapéutico. Un ejemplo es el uso de los acidos organicos (por ejemplo
4cido lactico, dcido acético, dcido férmico), ejercen el efecto antimicrobiano de dos
formas: 1) debido a su acidez y como consecuencia la baja del pH, y 2) por el efecto
antimicrobiano especifico debido a su forma no disociada. Esto es: sabemos que la
forma disociada del &cido, al ser un anidn, es altamente polar y por lo tanto no puede
atravesar la membrana plasmatica de los microorganismos. En la forma no disociada e!
acido es capaz de atravesar la membrana y una vez en el interior de la bacteria. puede
afectar directamente el pH intracelular desequilibrando el gradiente de protones con el
exterior e interfiiendo con los sistemas de transporte de aminoacidos. fosfatos v
enzimas esenciales. Al mismo tiempo, la concentracién interna de aniones al verse
incrementada, desencadena un mecanismo de compensacion respecto a la carga
eléctrica obligando a la bacteria a aumentar los niveles de.Na’, K* y/o glutamato.
teniendo como consecuencia un incremento tal en la fuerza ionica intracelular que
provoca un aumento de la presion mecdnica sobre la pared del microorganismo.
causando la lisis bacteriana (23).

Otra alternativa, que se considerd en este trabajo, es el uso de bacteriofagos 0
fagos como agentes antimicrobianos. Desde su descubrimiento en 1915 los estudios en
el drea clinica han conducido a su utilizacidén en el tratamiento de enfermedades
infecciosas cuando el tratamiento con antibidticos es poco eficiente.

Los bacteriofagos o fagos son virus que infectan a las bacterias. Cada clase de
bacteria puede hospedar a fagos especificos, estos pueden ser encontrados en el medio
donde crece la bacteria, aislarse y seleccionarse (16).

Los Fagos son por tanto entidades biologicas sencillas capaces de autoreplicarse.
Constan de 4cido desoxiribonucleico (ADN) ¢ 4cido ribonucleico (ARN) en cadena
doble o simple, y se encuentran envueltos por una cubierta proteica o capside,
conformada por subunidades denominadas capsémeros (5).

En cuanto a su diversidad existen al menos 12 grupos distintos de bacteriofagos
los cuales son muy variados genética y estructuralmente. La morfologia consta

basicamente de dos formas: simetria ciibica o simetria helicoidal; los fagos cabicos son




solidos regulares, poliedros ¢ icosaedros y los fagos helicoidales son alargados con la
caracteristica de forma de bastdn (7).

Después de la absorcion mediante un receptor especifico encontrado en la
membrana externa, €l genoma entra en la célula. Una vez dentro, existen 2 formas para
lHeva a cabo su desarrollo: La litica: Por ejemplo el virus T4 adopta la maquinaria
metabolica del huésped para su desarrollo, utiliza los acidos nucleicos del mismo para
replicar su cromosoma, transcribe y traduce una serie de proteinas necesarias para el
ensamblaje y formacion de nuevos fagos. También produce hidrolasas de la pared
celular para matar o lisar a la bacteria y permitir a los nuevos viriones ser liberados (7).
La lisogénica: Por ejemplo los fagos lambdoides pueden desarrollarse liticamente o
también son capaces de integrar su material genético dentro del ADN de la bacteria,
formando parte del cromosoma bacteriano. Al bacteriofago dentro de la bacteria se le
denomina profago. En este estado la bacteria realiza normalmente sus funciones, tales
como metabolismo y reproduccion. El ADN viral es transmitido pasivamente a cada
célula hija en forma indefinida. En ocasiones el ADN viral se escinde del cromosoma
del huésped y entra en el ciclo litico. Algunas veces por induccidn espontanea.
irradiacion con luz vltravioleta o por exposicion a algun agente quimico (7).

Por su accion bactericida los bacteriéfagos pueden presentar una dualidad: desde
el punio de vista econémico por ejemplo, los fagos de los lactobacilos podrian presentar
un serio problema en la industria de Idcteos, ya que acabaria con las bacterias
fermentadoras, pero desde el punto de vista clinico los bacteriéfagos podrian ser de gran

importancia por actuar como agentes antibacteriales y acabar con la infeccion (29).



ANTECEDENTES

El descubrimiento de los fagos fue hecho por Towrt en 1915 en Inglaterra e
independientemente por d 'Herelle in 1917 en el Instituto Pasteur de Paris. Ellos fueron
los primeros en observar que los virus eran capaces de infectar bacterias ( 2, 5.8,10).
d'Herelle fue quien denominé a estos virus con el nombre de bacteriofagos
{devoradores de bacterias), y asi mismo, fue él quien propuso utilizar esta caracteristica
con fines terapéuticos. Desde entonces y hasta la fecha podemos encontrar en la
literatura revisiones que datan desde 1920 hasta la fecha del uso de los fagos como una
terapia efectiva ( 2 ).

Polonia. la antigua Unidn Soviética y Gran Bretafia continuaron estos estudios y
han administrado fagos para el tratamiento de una amplia variedad de patégenos
resistentes a antibioticos, tanto en adultos como en nifios. Las infecciones tratadas
incluyen: gastroenteritis, sepsis, dermatitis, pulmonia y heridas supurativas. los
microorganismos involucrados son: Staphyviococcus, Streptococcus. Klebsiella.
Escherichia, Proteus. Pseudomonas, Shigella y Salmonella, con un éxito del 80 al 95%
).

En 1921 se reportd el primer caso de infecciones en la piel tratado exitosamente
con bacteriéfagos causado por Staphylocecus (16). Sin embargo, hubo un intervalo en el
cual la investigacion no progresd, debido a que se intent6 tratar con fagos. enfermedades
como ezclema, piedras en rifidn, y otras enfermedades de origen no bacteriano. Ademas.
de que los experimentos realizados fueron sin un buen disefio, donde se incluian fagos
no caracterizados, concentraciones desconocidas dadas a pacientes con infecciones
bacterianas no determinadas. Por todo esto, el Consejo sobre Farmacia y Quirﬁica de la
Asociacion Medica (Americana Council on Pharmacy and Chemistry of the American
Medical Association), lleg6 a la conclusion de que “El uso de los bacteriofagos en el
tratamiento de infecciones bacterianas es en su mayor parte, contradictorio™ (16). No
obstante, en otros paises se continuaron con las investigaciones.

El freno para la utilizacién de los bacteridfagos como agentes terapéuticos, fue
debido a que muchas caracteristicas de estos eran desconocidas, por ejemplo la

especificidad con la que cuentan, sus ciclos de replicacién, mecanismos de interaccion




fago-bacteria, incluso el desarrollo de la misma bacteria, de ahi el porque de algunos
experimentos resultaban positivas y otros no.

Finalmente, en 1982 se publicé un articulo, en el cual se realizé un experimento
donde se probaba la eficacia de los fagos en infecciones experimentales realizadas en
animales, contra la cepa patégena de Escherichia coli (O18:K1:H7 Col V") ya que
comunmente causa infecciones generalizadas en humanos y en animales. Debido a los
resultados favorables obtenidos, se compard la eficacia de los fagos y de los
antibioticos, coiicluyendo que una simple dosis de fagos era equivalente a multiples
dosis de estreptomicina, y mas efectiva que diversas dosis de tetraciclina, ampicilina.
cloramfenicol (25). En 1983, se realizaron y se analizaron los resultados de las
aplicaciones de bacteriofagos en 138 casos. Se utilizaron pacientes de todas las edades v
de ambos sexos. Algunas categorias incluyeron: 1. Enfermedades Infecciosas, 111
Desordenes inmunoldgicos, VII Enfermedades del sistema circulatorio. VIII
Enfermedades del sistema respiratorio, 1X Enfermedades digestivas, X Enfermedades
urinarias, X1I Enfermedades de piel o tejido subcutaneo (Clasificacién Interacional de
Enfermedades WHO, 1977). Los agentes infecciosos fueron Salmonella enteriditis.
Shigella sonnei, Staphylococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas. Se concluy6 en primer lugar en que los fagos eran
seguros en cualquier tipo de paciente, en segundo lugar, que los bacteriofagos son
efectivos en el control de procesos infecciosos tanto como en el caso de desordenes
inmunologicos complicados, y que pueden ser de gran importancia como un efectivo
factor en el tratamiento de infecciones supurativas resistentes a antibioticos ¥
quimioterapéuticos (26).

Pensando que los fagos no solo podrian ser utiles en el tratamiento, sino también
en la prevencion, se realizaron investigaciones con bacteriéfagos liticos en infecciones
experimentales de septicemia y meningitis. También fueron usados en infecciones
ocasionadas por la cepa Escherichia coli H247 (018:K1:H7 Col V), E. coli 01:KI y E.
coli O2:KI, en animales de consumo humano tales como pollos y temeros.
Demostrando asi que los bacteriéfagos son muy efectivos tanto en la prevencién como

en el tratamiento (3).



Del mismo modo se han utilizado fagos liticos para Pseudomonas
Plecoglossicida, (agente causal de una enfermedad hemorrdgica) en cultivos de peces
con importancia econémica, como es el caso del pez ayu (Plecoglossus altivelis). Esto
dio como resultado un decremento en el crecimiento bacteriano en el agua con un
aumento rapido del titulo del fago, sugiriendo que los fagos pueden contribuir también
en el control de enfermedades en peces (24).

Recientemente se traté infecciones producidas experimentalmente en ratén. Tal
es el caso del Enterococcus faecium. resistente a la vancomicina obtenido de un aislado
clinico. Se provoco la bacteremia en ratones y 45 minutos después de la infeccion se le
"administro una sola dosis de fagos (3 x 10* UFP), fue suficiente para salvar al 100% de

los animales infectados (4).
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JUSTIFICACION

Debido a la gran capacidad de resistencia que presentan hacia uno o varios
antibidticos un gran numero de microorganismos patégenos, y dado la escasa o nula
informacion en nuestro pais sobre otras alternativas de terapia consideramos que era
determinante la necesidad de contar con al menos otra opcion en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias.

A diferencia de los antibidticos, la terapia con fagos presenta las siguientes
ventajas:

Accion bactericida ilimitada, ya que a diferencia de los antibidticos, estos son
autoreplicables y su abundancia esta determinada por el nimero de bacterias presentes
en el huésped.

Variabilidad Ilimitada, ciertamente, las bacterias desarrollan resistencia a los
bacteriofagos al igual que a los antibidticos, sin embargo los fagos presentan una alta
capacidad de mutacion, pudiendo asi competir con la adaptacién de las bacterias.
Blancos especificos, los fagos al ser especificos atacan a una clase de bacteria en
particular, a diferencia de los antibiéticos quimicos, no causa dafios en la flora intestinal
normal, evitando de este modo que otras bacterias oportunistas sean capaces de
ocasionar infecciones secundarias como es el caso de Pseudomonas sp. o Closiridum
difficile (16).

Facil produccion. Si bien es necesario tener una amplia variedad de estos, su costo de
produccion es sumamente bajo, requiere de menos tiempo y es facil capacitar al
personal. En comparacion con el alto costo en la produccién de un nuevo antibidtico
quimico.

En los Gitimos afios se han realizado un buen nimero de experimentos con
modelos animales bien controlados, y se ha demostrado que los fagos son capaces de
salvar a estos animales de las infecciones experimentales mortales. De ahi la propuesta
del estudio de la terapia con bacteriéfagos, para mostrar que puede ser considerada
como una terapia alternativa e independiente contra las bacterias altamente resistentes a
antibidticos o como una terapia adjunta a los antibidticos cuando las bacterias atn sigan

siendo susceptibles (8).
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OBJETIVO GENERAL

- Mostrar la eficacia de la terapia con bacteri6fagos, en el tratamiento de neumonia

ocasionadas por Klebsiella pneumoniae.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Caracterizar bioquimicamente las diferentes cepas de K. pneumoniae.

- Determinar un antibiético idéneo para la infeccion experimental de K.
pneumoniae con base a la realizacién pruebas de sensibilidad a antimicrobianos.

- Aislar y conservar fagos que cumplan con la condicion de ser liticos v sean
capaces de infectar a una amplia variedad de cepas de Klebsiella pneumoniae.

- Reproducir la infeccién experimental de neumonia ocasionada por la bacteria K.
premoniae en ratones Balb/c

- Comprobar la eficacia del coctel de fagos in vitro

- Comprobar la eficiencia de la terapia bacteriofagica in vivo.

HIPOTESIS:

Los bacteriéfagos pueden ser tan eficientes en el tratamiento de enfermedades de origen

bacteriano como los antibidticos convencionales.




Materiales y Métodos:

Cepas Bacterianas:

Se utilizaron 36 cepas de K. pneumoniae provenientes de aislados clinicos de
pacientes del Instituto Nacional de Pediatria. Las cepas K01, K02, K03. K04, K05. K06.
K07, K08, K09, K10, K11, K12 y K147 provinieron de hemocultivos y fueron

recolectados durante el afio de 1994. Estas cepas sirvieron principalmente para la

obtencién de fagos. El resto de las cepas especificadas en el cuadro 2 fueron obtenidas

en el periodo comprendido de diciembre 2001 a diciembre 2002.

Cuadro 2. Aislados clinicos de K. pneumoniae de pacientes del Hospital de Pediatria.

Cepa | Aislamiento Edad Observacion Nombre del paciente.
K-168 |Hemocultivo |2 meses | Sepsis Cruz Rivera Caterin Adamari
K-170 | Hemocuitivo Herida de arma de fuego Chavarria Blanco Diego A
K-171 |Hemocultivo |2 aflos Pb. Neumonia Luciana Rodriguez Nancy A
K-174 |Hemocultivo |3 aflos Miranda Gonzalez Paulino
K-175 | Hemocultivo |S/edad | Flora tnica Caute Vazquez José Luis
K-176 | Hemocultivo {13 afios |Lupus Mejia Rebollo Claveli L
K-177 | Coprocultivo |S/edad | Flora inica Ortega Esperon Jimena
K-178 |Hemocultiva | 14 aftos | Pielonefritis Gabriel Tapia Miriam
K-179 | Hemocultivo |4 dias Sindrome Distres Respiratorio | Flores Hernandez Nifia
K-180 | Hemocultivo |S/edad Pancitopenia en estudio Arrieta Arrieta José

K-181 | Hemocultivo {3 aflos Neutropenia Fiebre Sandoval Toledo Alfredo
K-182 | Hemocultivo |9 meses | Sepsis Zuiiiga Concepcion Nifia
K-183 |Hemocultivo |6 meses |Sindrome Intestino corto Hernandez Ponce Miguel
K-184 |Hemocultivo |6 meses [ Probable Pareplastia Hemandez Ponce Miguel
K-186 |Hemocultivo |S/edad | Tiroides Rivera Sandoval Jests Satl
K-188 |Hemocultivo |4 aflos Leucemia aguda mas foco Febril | Sandoval Toledo Alfredo
K-189 |Hemocultivo |2 ailos Cruz Alonso Yadira Gpe.
K-190 | Hemocultivo | S/edad Florentino Velarde Elizabeth
K-191 |Hemocultivo |2 meses |Sepsis por Candida Alarcén Gonzalez Nifta
K-192 |Hemocultivo |3 meses | Sepsis foco abdominal Alarcon Gonzilez Nifia
K-193 | Hemocultivo |8aflos | Vasculitisis Chévez Martinez Elizabeth
K-194 |Coprocultivo |18dias | Probable Sindrome Colestasia | Pérez Sanchez Nifio

K-195 | Hemocultivo |2 meses |Probable. Sepsis Canales Peiialoza Niilo.




Pruebas bioquimicas:

Para el andlisis de la caracterizacion de las cepas patdgenas se utilizaron de
diversos medios de cultivo diferenciales y selectivos que permitiera preferentemente el
desarrollo de determinados géneros bacterianos. La formulacion y composicion de los
medios se encuentran en el apéndice II.

Agar McConkey. Este medio funciona como inhibidor de la microflora Gram-positiva ¥
ademas es (til para la visualizacion de la degradacion de la lactosa.

Agar Verde Brillante. Este es un medio bastante selectivo para el aislamiento de
Salmonella y es un inhibidor para la mayoria de las coliformes asi como para el género
Shigella v para la microflora Gram-positiva.

Agar Hektoen. Con este medio es posible diferenciar facilmente las colonias lactosa
positivas y a aquellas colonias con produccion de acido sulthidrico. Ademas contiene
una mezcla de sales biliares que inhibe a una gran parte de la tlora intestinal normal.
Pruebas bioquimicas.

Agar Kligler. Determina la capacidad de un microorganismo de fermentar un
carbohidrato especifico en un medio de crecimiento bdasico. con la produccion de gases.
junto con la determinacion de la posible produccion de acido sulfhidrico (H»S).

SIM. Este es un medio diferencial, se usa para determinar la produccion de indol.
produccion de HaS y determinacion de movilidad.

Malonato. El malonato es (til para determinar la capacidad de un organismo de utitizar
el malonato de sodio como unica fuente de carbono.

Citrato. Determinar si un microorganismo es capaz de utilizar citrato como unica fuente
de carbono para su metabolismo, provocando alcalinidad.

Aminodcidos. Con la utilizacion de medios con aminoicidos es posible medir la
capacidad enzimatica de un organismo para decarboxilar un aminoéacido para tormar una
amina, con la consiguiente alcalinidad.

Rojo de merilo. Con esta prueba es posible comprobar: a) la capacidad de un organismo
de producir y mantener estables los productos terminales acidos de la fermentacion de la
glucosa, y vencer la capacidad amortiguadora del sistema, y b) funciona como prueba

cualitativa de la produccion de acido {determinacion del pH)
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Reaccion de Vogues-Proskauer (VP). El principio de esta prueba consiste en determinar
fa capacidad de algunos organismos de producir un producto final neutro, el

acetilmetilcarbino, a partir de la fermentacion de la glucosa.

Medios de cultivo:
Los medios ricos utilizados para el crecimiento de las cepas de K. pneumoniae
fueron: El medio Luria-Bertani (LB), Medio Té, y Medio para células DMEM. (Sus

formulaciones se encuentran también el apéndice 11 de esta tesis).

Pruebas de sensibilidad a antimicrobianos.
A diez diferentes cepas de K. pneumoniae seleccionadas al azar, se les realizaron
pruebas de sensibilidad a antibidticos, con el fin de conocer si las cepas presentaban

multirresistencia.

Prueba por sensidiscos.

Primeramente se prepar¢ medio agar de Mueller-Hinton, con un pH final de 7.2 a
7.4, a temperatura ambiente (este medio favorece el crecimiento de casi todo
microorganismo), se vacio aproximadamente 25ml del medio en cajas petri. Por otro
lado, con una asa se tomo6 de 4 a 5 colonias aisladas del mismo tipo morfologico, se
incubaron en 4 o 5ml de medio de cultivo Mueller-Hinton liquido, a 35° C hasta la
aparicion de una turbidez ligera (de 4 a Shrs). La turbidez fue ajustada con una solucion
salina estéril hasta tener una densidad comparable, con un estandar de sulfato de bario
(0.5 en escala de MacFarland). El estandar correspondié aproximadamente a 10°
microorganismos/ml. Para inocular el agar se utilizé un hisopo de algodén estéril, el cual
se humedecié con la suspension, se quitd el exceso y se estrié en 3 direcciones sobre la
superficie del agar. Cuando el indculo se hubo secado se procedié a colocar los discos.
Estos se tomaron con una pinza estéril y se colocaron en un tiempo menor de 13min.
Después de haber colocado los discos, fue posible invertir la caja e incubar a 37°
alrededor de 16 a 18 horas. Finalmente la medicién de los halos de inhibicion se realizé
con un vernier. De acuerdo al tamafio del halo de inhibicién se dedujo si la cepa fue

resistente o sensible a dicho antibiotico.



Prueba por Microplaca Scan.

Para este ensayo se utilizé un “kit” el cual consta de una placa con pozos que
contiene antibidticos a diferentes concentraciones, un tubo con 7ml de medio de cultivo
liquido y un aplicador multiple. Primeramente se tomd con una asa de 4 a 5 colonias
aisladas de la cepa bacteriana las cuales fueron crecidas en el medio en caldo e
incubados alrededor de 5 hrs a 37°C. Con el aplicador miltiple la placa fue inoculada ¥
llevada a incubacion alrededor de 16 horas a la misma temperatura. Finalmente la
lectura se tomd en un espectrofotometro a una densidad éptica OD 600 para determinar

el crecimiento bacteriano en cada pozo.

Obtencion de Fagos.
Debido a que no se contaba con una coleccion previa de bacteridfagos. uno de los
primeros trabajos realizados fue la obtencién, expansion y titulacion de una gran

variedad de fagos especificos para las diferentes cepas K. pneumoniae.

Muestras de aguas residuates

Los fagos fueron aislados de diferentes muestras de aguas residuales de la
Ciudad de México, Tlaxcala e Iguala, Gro. Se tomé Iml de cada muestra de agua.
adicionando 4 gotas de cloroformo (100ul aprox), se agitdé fuertemente con ayuda del
vortex y se centrifugé 5 min a 10,000 rpm para eliminar la materia de alto peso

molecular y restos bacterianos.

Realizacion de tapices bacterianos

Se inoculd una colonia de las cepas bacterianas en 3ml de medio LB liquido v
se creci6 durante 8 hrs aproximadamente a una temperatura de 37° C. Posteriormente ¢n
un tubo de ensaye vacio y estéril se le adiciond 0.5ml del cultivo bacteriano y 3ml de
T¢ suave (previamente derretido en bafio maria o con ayuda del microondas), se mezcld
perfectamente con ayuda del vortex e inmediatamente después se vertio sobre la caja
petri preparada con medio T¢ solido para formar un ligero tapiz bacteriano.

Posteriormente se tomd una muestra de agua con una micropipeta y se vertieron 3 gotas



16

de 10ul c/u sobre el tapiz, se dejoé secar a temperatura ambiente y se incub6 a 37° por 8

horas para la observacion posterior de las placas (19).

Aislamiento de fagos.

Indirectamente y mediante la observacion de las placas liticas, se infirid la
presencia de fagos sobre las cajas de T¢ sdlido. Estas placas claras se purificaron en
repetidas ocasiones (2 0 3 veces) hasta abtener un solo tipo de fago, (esto en base al

fenotipo de la placa) (19).

Purificacién de fagos

La purificacién de los fagos consistié en obtener una placa clara perfectamente
aislada. Para ello se realizaron varios pases de las placas en cajas de T¢ sélido. Con un
palillo estéril se pico una placa clara en una caja diferente con medio T¢. Se deslizé el
fago contenido en el palilio en forma de “zig-zag™y a la caja se le agregd
cuidadosamente una mezcla previamente preparada de 0.5ml de bacteria y 3ml de T¢
suave perfectamente homogenizado con la ayuda del vortex para la formacién de un
tapiz, se dejo secar airededor de 5 minutos y fue llevado a incubar a 37° C alrededor de 8
a 12 horas para observar placas (19). Posteriormente una placa perfectamente aislada y

purificada fue tomada para su expansion.

Expansion de Fagos

Se deposito la placa aislada tomada con la punta de una pipeta pasteur en un
matraz de 250 ml, se le adicioné 300ul de un cultivo bacteriano de toda la noche y 2
gotas de CaCl, (1 M) se mezclé y se esperd alrededor de 10 minutos, con el fin de tener
una mejor absorcion del fago hacia la bacteria. Posteriormente se agregaron 10 ml de
medio LB y se llevo a incubar a 37 ° C en agitacion constante (200 rpm) por un periodo
de 8 horas aproximadamente o hasta la lisis total del cultivo. Al lisado se le adicioné 1ml
cloroformo y se dejé en agitacion otros 5 minutos, se centrifugd nuevamente durante 5
min a 10,000rpm. Finalmente, se tomd el sobrenadante que contiene a los fagos y se

mantuvieron en refrigeracién a 4°C (19).



Seleccién de fagos

Se obtuvieron fages que presentaran placas claras (como un indicativo de que su
mecanismo de reproduccidn era exclusivamente litico). Adicionalmente, se quiso
abtener fagos que no solo fueran liticos, sino que ademds fueran super virulentos, para
ello se seleccionaron aquellos con la caracteristica de una alta capacidad de infectar un
gran nimero de cepas de K. pneumoniae. Asi, se realizd una matriz de infeccion, que

consistio en retar cada fagos obtenido contra las varias cepas de K. pneumoniae.

Eficiencia de la terapia con bacteriéfagos
E!l punto mas imponante y crucial en este estudio se centré en mostrar la
efectividad de la terapia con bacteriofagos, para ello se observd el efecto de un coctel de

fagos sobre la cepa K. pneumoniae in vitro e in vivo.

Eficiencia antibacteriana del céctel de fagos in vitro.

Se probé un “céctel” de 9 fagos seieccionados de acuerdo al mayor numero de
cepas susceptibles de K. preumoniae. Este ensayo consistio en gotear el coctel de fagos
directamente del “stock™ (mezcla de los fagos seleccionados todos en similar
concentracién, aproximadamente 10°UFP/ml) a 36 tapices bacterianos de aislados

clinicos de las cepas de K. prieumoniae.

Ensayo in vivo
Animales de experimentacién
Se utilizaran ratones de la cepa Balb/c de entre 6 y 8 semanas de edad. del sexo

femenino con un peso aproximado de 20 a 25 gr.

Curva de crecimiento para la cepa K06:

Para la cuantificacién de la bacteria se realizé una curva de crecimiento de la cepa
K. pneumoniae K06. Se prepard un cultivo de toda la noche (overnight) de la cepa
bacteriana con una colonia aislada en medio LB liquido. En un matraz de 250mi se
agreg6 25ml de LB Jiquido mas 250ul del cultivo bacteriano. Se llevd a incubar a una

temperatura de 37°C y a una agitacion constante de 180 rpm. Se tomaron lecturas de la
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densidad optica a 600nm (OD 600) del cultivo cada 15minutos por un tiempo de 4 horas.
Relacionando la densidad 6ptica obtenida con las UFC/ml de la cepa bacteriana con el

fin de obtener una curva de crecimiento y poder asi cuantificar el inéculo.

Procedimientos de inoculacion.

Se llevé a cabo una inoculacion intrapulmonar de 100pl de la cepa K
preumoniae K06 diluida en medio DMEM, equivalente a 2.5 x 10’ CFU dentro del
pulmén derecho. Para el tratamiento con bacteriéfagos. Posteriormente fue inoculado un
coctel de 100pl de fagos liticos previamente seleccionado, a una concentracion de 1x10°
UFP ¢ inoculada de la misma forma en que fue inoculada la bacteria patdgena. Para el
tratamiento con antibidticos, se administrdé una dosis de Gentamicina a una
concentracion de 25mg (kg de peso) a las 8 hrs post-infeccion y se repitio la aplicacion
de! antibidtico cada 12 horas por un periodo de 4 dias. En los primeros ensavos el
antibidtico utilizado fue la Gentamicina, posteriormente el antibiotico fue cambiado a

Cipofloxacina, y fue administrado en igual concentracion que el antibiotico anterior.

Eficiencia del tratamiento con bacteriéfagos in vivo.

La eficacia de la terapia bacteriofagica fue evaluada en 2 experimentos por
separado usando la cepa K. preumoniae K06 (esta cepa fue escogida debido a su gran
susceptibilidad hacia la infeccion de fagos), en el modelo murino de neumonia. En este
estudio se utilizaron 3 grupos de 4 ratones cada uno tratados con una dosis
intrapulmonar de K. pneumoniae K06 de 2.5 x 10" UFC. Cada grupo fue tratado 15
minutos después de la inoculacion bacteriana con una sola dosis de fagos a
concentraciones de 108, 106, 10* UFP para cada ensayo. Adicionalmente se utilizaron 2
grupos controles. El primer grupo estaba formado por 2 ratones inoculados con la
bacteria patogena y una soluciéon de LB sin fago y el otro de 2 ratones al cual se le
inocul una alta concentracion de fago 10° UFP.

El segundo experimento consistio en el estudio del efecto de la aplicacion del
tratamiento retardado por varios periodos, y se dividi6 en 2 partes. En la primera parte
se formaron 2 grupos de 5 ratones. A cada ratén de cada grupo se le aplicé por via

puncién pulmonar 2.5 x 107 UFC de bacteria patégena disuelto en una solucién de 100
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de DMEM. Posteriormente lo animales recibieron tratamiento a 15minutos después
(Ohrs) y a las 4 horas con una sola dosis de fagos a una alta concentracion (10° UFP)
inoculada por via puncién pulmonar. El experimento se repitié 2 ocasiones con lo cual
se consigui6 una N total de 10 ratones para su analisis. La segunda parte del
experimento consistio en retardar un poco mas el tratamiento, del mismo modo se
formaron 2 grupos de 4 a 5 ratones, de igual forma a cada raton de cada grupo se le
aplicé una dosis de bacteria patogena (2.5x107 UFC), posteriormente el tratamiento fue
retardado hasta las 8 y 16 hrs post-infeccion. Este ensayo igualmente se realiz6 en dos
ocasiones y la N total fue de 11 y 9 ratones respectivamente.

" Como grupos controles se tuvieron: a)grupo de ratones inoculado unicamente
con la bacteria patogena; b)grupo inoculado con bacteria patdgena mas una dosis det
diluyente de los fagos (100ul de medio LB); ¢) un grupo inoculado con la bacteria
patogena y tratado con antibiodtico (25mg Kg/peso) de Gentamicina y/o Ciprotloxacina:
d) un grupo de ratones inoculado con una alta concentracion del coctel de fago (10°
UFP); e) un grupo con una administracién de100pl DMEM o PBS via puncion pulmonar

_y f) un grupo de animales sin tratamiento.
Analisis de Datos.

El analisis de la eficiencia del céctel de fagos se realizé retando el mayor nimero
posible de cepas de K. pneumoniae. Con el fin de obtener un porcentaje estimado de
virulencia del coctel.

Para llevar a cabo cualquier analisis estadistico se debe cumplir con 3 supuestos:
Igualdad de varianzas, normalidad y aleatoriedad. Ocasionalmente las suposiciones que
fundamentan el andlisis de varianza no se cumplen en los datos. Cuando estas
consideraciones no se cumplen un procedimiento alternativo es realizar una
transformacion (una transformacion se refiere a un cambio en la escala de medicién). de
modo que se cumplan las suposiciones con mas aproximacion. Por lo general una

transformacion logra 2 o mas objetivos simultaneamente (30).
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Para este trabajo se realiz una transformacion del arcoseno. Esta transformacion
se utiliza cuando los datos se encuentran en proporciones o porcentajes y es necesario

convertirlos a datos normales. Dicha transformacién sigue la siguiente formula:
p = ArcosenoVp

Donde p' es el dato transformado y p el dato original

Para la evaluacién estadistica, el andlisis que ayud6 a probar la hipétesis de que
los tratamientos difieren experimentalmente fue el Analisis de Varianza (ANOVA). El
ANOVA de una via es el analisis utilizado cuando se requiere ver el efecto de un solo

factor sobre determinada respuesta.



RESULTADOS

Las Pruebas bioquimicas (ver materiales y métodos) para la caracterizacion de
las diferentes cepas de K. pneumoniae se realizaron con anterioridad en el laboratorio de
Bacteriologia en el Instituto Nacional de Pediatria. Adicionalmente se repitieron las
pruebas bioquimicas unicamente con 12 cepas (cuadro 3). Con base a las pruebas
bioquimicas realizadas se comprobo que la mayoria de las cepas mantienen las

caracteristicas propias del género y de la especie de K. pneumoniue.

Cuadro 3. Caracteristicas bioquimicas de las cepas de Klebsiella pneumoniae.

Prueba Malonato |Citrato | Urea | Arginin | Lysina | Ornitina | Rojo | VP | Kliger| SIM
| Cepa
Kol + + + - + - - + o At | -
K02 + + + - + - - + | - -
K03 + + + - + - +* 0 | e -
K04 + + + - + - - FR T
K05 + + + - + - - + ] - -
K06 + + + - + - - + ot .- -
K07 + + + - + - - + ] - -
K08 + + + - + - - o+ - -
K09 + + + - + - +% - ‘++ -1 -
K10 + + + - + - - + | -
K11 + + + - + - - + | -] -
K12 + + + - + - - + ++. - -

+ positivo - negativo

ﬁ,-.\

S NTH
SN
=57

¥
B
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Prueba de sensibilidad a Antimicrobianos.

A diferentes cepas escogidas al azar de nuestra coleccién (Klebsiella pneumoniae
K01, K02, K03, K04, K06, K178, K181, K182, K183, K186) se les realizo la prueba de
sensibilidad a diferentes antimicrobianos, utilizando sensidiscos (Bio Rad multidiscos
gram negativos). El estudio de la sensibilidad bacteriana a 12 antimicrobianos se realizd
in vitro. Entre los antibioticos probados fueron: Amikacina (AK) 30pg, Ampicilina
(AM) 10pg, Carbenicilina (CB) 100pg, Cefalotina (CF) 30ug, Cefotaxima (CTX) 30pug,
Cefriaxona (CRO) 30pg, Cloramfenicol (CL) 30pg, Gentamicina (GE) 10pg.
Netilmicina (NET) 30ug, Nitrofurantoina (NF) 300ug, Pefloxacina (PEF) 3ug.
Trimetoprima con sulfametoxazol (SXT) 25ug.

Las cepas fueron clasificadas en Resistentes (R) , Intermedias (I) o Susceptibles
(S) dependiendo del diametro en milimetros del halo de inhibicion, de acuerdo a los
estandares (ver cuadro 4) de la prueba sensidiscos Bio-rad segun el antibiotico a la

concentracion utilizada.

Cuadro 4. Medidas estandar de clasificacién de resistencia o susceptibilidad

Antibiético Resistente Intermedia Moderado Sensible
Amikacina <14 15-16 > 17
Ampicilina <1 12-13 > 14
Carbencilina <17 18-22 >25
Cefalotina <14 15-17 > 18
Cefotaxima <i4 15-22 >23
Cefiriaxona <13 14-20 >21
Cloramfenicol <12 13-17 L
Gentamicina <12 13-14 > 15
Netilmicina <12 13-14 > 15
Nitrofurantoina <14 15-16 > 17
Pefloxacina <l4 15-22 >23
Trimetoprim- <10 11-15 > 16
sulfametoxazol

Medidas del didmetro del halo de inhibicion en mm incluyendo el tamario del disco



Los resultados se muestran en la cuadro 4.

Cuadro 4. Patrén de sensibilidad a antimicrobianos de 10 cepas de Kiebsiella pneumoniae

23

Bacteria | KOl |K02 |KO3 [KO04 |KO6 |[KI78 |KI81 |K182 |KI83 |KI86
AK 13 (R) | 13(R) | 16(1) | 1aRy | 14R) | 17(S) - - 19(8) | 20(S)
AM N - N : : - - N

CB : - : . -1 - - - 9R)
CF N N N IRy TRy |- 208y | I8(S)
CTX 12(R) | 19(MS) | 17(MS) | 14(R) | 26(S) | 22(MS) | - TS | K(S)
CRO N - 15(R) | 12(R) | 26(S) | 21(S) | 10(R) 506 [ 56
CL 268) | - - - . 21(8) - . FURES
GE 176S) | 17(S) | 8(R) - - 17(S) - : 1768y} 16S)
NET 2Ry | 10R) | 13D | 10(R) | T0(R) | 18(S) - AR USERIS)
NF I0(R) | 8(R) | 12(R) | (3(R) | IZ(R) | fO(R) | I2(R} | - 5 12(R) | 10(R)
PEF 20) | 210) | 2505) [ 259 | 260) | 110 [ 200 | BE) | 20 | H(S)
SXT - 18(s) - - - B - EEC EJ(S)J

(S) sensible (R) resistente (1) intermedia, (MS) moderadamente sensible (-) sin halo de inhibicion.

Medidas del diametro del halo de inhibicion en mm incluyendo el tamafio del disco.

Como se observo en los resultados del cuadro 4 tenemos diferentes grados de

resistencia y susceptibilidad. Por ejemplo: la cepa KOT es sensible a Gentamicina y

Cloramfenicol, la cepa K02 es sensible a Gentamicina y a Trimetoprima con

sulfametoxazol, la cepa KO3 es sensible a Pefloxacina al igual que la cepa K04, La cepa

seleccionada aleatoriamente en este estudio (K06) es sensible a Cefriaxona. Cefotaxima

y Pefloxacina.

Debido a estos resultados, en la cual las bacterias K01, K02, K06 solo fueron

susceptibles a 3 antibidticos; la cepa KO3 a 2 antibidticos; la cepa K04 y la K182

linicamente a PEF; la cepa K181 no fue susceptible a ninguno de los 12 antimicrobianos

retados; sin embargo la cepa K183 fue sensible a 7 antibidticos y la cepa K186 fue

todavia mas susceptible a 9 antibidticos, es posible concluir primero, que la mayoria de

las cepas utilizadas presentan multirresistencia y segundo, de acuerdo a los diferentes

patrones de susceptibilidad, las cepas son diferentes entre si.
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Debido a que aleatoriamente se selecciond la cepa de Kiebsiella pneumoniae
K06, para llevar a cabo las posteriores infecciones adicionalmente, se le realizé a ésta
tnicamente la prueba de sensibilidad a antibidticos por la técnica micro placa Scan 032,
para conocer y obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI) de diversos
antibioticos. En la cuadro 6 se puede apreciar que esta cepa es multirresistente a varios

antibidticos, pero susceptible a la mayoria de las Cefalosperinas.

Cuadro 6. Concentracién Minima Inhibitoria a diferentes antimicrobianos.

Cepa :Klebsiella pneumoniae K06

Antibiético | CMI | Estado Microbiolégico
Amikacina 32 Intermedio
Amp/Sulbacta | >16/8 Resistente
Ampicilina | >16 Resistente
Cefalotina >16 Resistente
Cefazolina >16 Resistente
Cefepime <= Sensible
Cefotaxima | <=4 Sensible
Cefotetan <=16 Sensible
Cefdopoxime | <=1 Sensible
Ceftazidima | <=2 Sensible
Cefiriaxona | <=18 Sensible
Cefuroxima | <=4 Sensible
Ciprofloxacina | <=0.5 Sensible
Gentamicina | >8 Resistente
Imipenem <=1 Sensible
Ofloxacina | <=1 Sensible
Pip/Tazo 32 Intermedio
Piperacilina | >64 Resistente
Ticar/Clavlato | 64 Intermedio
Tobramicina | >8 Resistente
Trime/Sulfa |>2/38 Resistente

S= sensible I=intermedio R=resistente
CMi= pg/ml o mg/L



Obtencién de fagos.

Los bacteriéfagos fueron obtenidos de su medio natural de acuerdo a las técnicas
descritas en materiales y métodos. De un total de 12 bacterias receptoras Unicamente se
logré aislar fagos de 8 cepas (K01, K02, K06, K08, K09, K10, K11, K12), y fueron
seleccionados entre 5 a 10 fagos por cepa (ver cuadro 7). Estos fueron designados de
acuerdo a nuestra nomenclatura, como ¢K01-01 (donde ¢ se refiere al fago, el nombre
de la cepa donde se obtuvo en este ejemplo KO01- vy el nimero seguido del guion por
ejemplo, —01 nos indicoé la muestra de agua residual de donde se obtuvo el fago. En
ocasiones se utilizaron subindices los cuales nos indican que en la muestra de agua hubo

varios fagos con diferentes fenotipos).

Cuadro 7. Serie de fagos obtenidos para cada cepa de Kiebsiella pneumoniae.
Kot K02 K06 K08 K09 Kio Kil K12 KL
OKOI-19 | OKD2-14 | OK06-02, | ®KO8-4 | DKO9-15 | ®KI0-02, | ®K11-37 | DKI2-32 | DKL-02,

®KO1-23 | ®KO2-15 | ®K06-04 | DKO8-08; | ®K09-19 | ®K10-02, | ®K11-38 | ®K12-33 | OKL-02,
@KO0I-32 | ®KO2-19 | ®K06-07 | OK08-08: | ®K09-32 | ®K10-04 | OK11-39 [ ©OK12-34 | OKL.-02,

OK0I-38 | ®K02-32 | OK06-08, | ®K08-12; | ®K09-33 | ®K10-12 [ OK11-40, | ©K12-537 | OKL-04

®KO01-40 | ®KO02-33 | OK06-08; | ®KO08-16, | ®K09-37 | GKI0-14; | OK11-40, | ©K12-39 | OKL-07

@®KO01-40, | ®K02-37 | OKO6-11, | DKOB-16, | DK09-39 | ®K10-19, | OK11-41 | DKi2-40 | OKL-08,

OKO1-42 | DKO2-38 | OK06-11; | ©®KO08-19; | ®K09-40 | ©KI10-37 | OKII-42 | OKI12-41 | OKL-12

©GKO2-39 | OK06-12 | KO8-36 ©OK10-38 OKL-15

OK02-40, | DK06-13 | ©KO8-37 ®K10-39 OKL-16

K020, | PKO6-15, | DKO3-38 OK10-41 OKL-19
OK06-19, | DKOB-39, OK10-42 OKL-23,
OK06-23 | ®KO08-39; OK10-48 OKL-23;

®RO6-37 | OK08L,
DKO6-38 | DRO8L,
DK06-39 | K082
DRG0, | DK08H7
D068, | DKO38
DKO648; | DKO849
DRO69 | OKO0B-52
DKO6-50
DKO6-54
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Seleccién de fagos super-virulentos

Para llevar a cabo la fago-terapia se utiliza preferentemente fagos liticos (evitar la
lisogenia), y ademds stper virulentos (capacidad de infectar y lisar a mas de una
bacteria). Por lo que se realizé una matriz de infeccion para la eleccion de los fagos que
constituyeron la mezcla o coctel. El ensayo consistio en retar cada fago proveniente de
una cepa contra las demas cepas de K. preumoniae, obteniéndose el siguiente resultado

(ver cuadro 8).

Cuadro 8. Infeccion de los diferentes fagos contra 9 diferentes cepas de K. pneumoniae.

Bacteria ‘l
Fagos K01 K02 K06 K08 K09 K10 K1y K12 KL
$K01-19 C C c c T c C T C
¢K01-23 C C C : - : C
$K01-38 c C - - B . - X C
$K01-23 C C C c : T - - C
oK0140 c C [ - . T B B c
9K01-42 [ ¢ c - T : - I
¢K01-40, C C C C s - : R C
oK02-14 T C T c . T N - 1
$K02-15 T c - T c X ¢ -
6KD2-19 T c T T - : B N N
$K02-33 T 3 T T : s B N C
$K02-33 T C T c : T . : -
$K02-40; T C 3 C - C C X C
$K02-32 T c T C : N : . C
$K02-38, T c T T : - : N
$K06-02, T c C R C C X c
$K06-C4 C C c n C C c
$K06-07 T - [§ C - c C - [
$K06-113 T T C c T C c c
oK06-12 T T c [ N c c C
$K06-13 T T c C N C C T C
$K06-15 7 T C C B c C B C
$K06-08, c T C c - C C B c
$K06-08, - - T c - C : X C
$K06-19 c C c c c c C c c |
$K06-23 - - c C s c c n c
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$K1042

$K11-37
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(C)Flacaclara (1) Placa turbia’ (-) ausencia de placa




Entre estos, se seleccionaron 9 fagos. Cada fagos fue capaz de lisar por lo

menos 7 de las nueve cepas de K. pneumoniae (ver cuadro 9).

Cuadro 9. Infeccion de Fagos super-virulentos en cepas de K. pneumoniae.

1
Fago K01 K02 K06 K08 K09 K10 K11 K12 KL
$K06-04 C C C C - C C - C
$K06-19 C C C C C C C C C
$K08-39; - - C C C C C C C
| 9K 08-48" - - C C C c | c C C
$K10-39 -, - C C C C C C C
$K10-12 C C C C - [¢ C - C
5K10-37 C C C C - C C - C
$K11-38 C C C C C C - C
dK1142 C C C C - C C C [
{ f

(C) Placa clara. () Sin presencia de placa.

Con relacion a los fagos, podemos observar que la mayoria de los fagos tienen
patrones diferentes de infeccién, lo cual indica que estos fagos son diferentes. Al
observar la infeccion de los fagos provenientes de las cepas K09 y K12 podemos ver que
ambas bacterias pudieran estar muy relacionadas-debido a la similitud en la infeccion.
Los fagos $K09- Gnicamente infectan de manera litica a la cepa KLI2 y de igual forma.
los fagos $K 12 inicamente pueden desarrollarse de forma litica en la cepa K09.

Con relacion a las bacterias, podemos observar en esta matriz que unas bacterias
son mas susceptibles que otras a la infeccidn por fagos. Las bacterias K06, KO8 v K12
son muy sensibles a la infeccion por fago, tanto de manera litica o lisogénica, por otro
lado la cepa K09 se comportd muy resistente a la infeccion de fagos de otras cepas.
Posiblemente el grado de resistencia pudiera estar relacionado al nimero de profagos

presentes en la bacteria.
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Eficiencia de la actividad bactericida del coctel de fagos in vitro

Este coctel de fagos (stock de los 9 fagos juntos), fue retado con las 36 cepas de
Klebsiella pneumoniae, encontrandose que este grupo de fagos forma placas claras en
un 47% de los aislados clinicos y en un 33% presentaba placas turbias.(ver cuadro 10).
Con estos resultados podemos decir que el efecto antibacterial encontrado fue de un
80% en las cepas de nuestra coleccion. La razdn por la cual la infeccion de varios fagos

liticos pudiera producir el fenotipo de placas turbias, no nos es claro.

Cuadro 10. Eficiencia de la actividad bactericida del céctel de fagos in vitro.

Bacteria | KO1 | K02 K03 K04 K05 K06 K07 K08 [ K09 [KI10
Coctel C C T C T C C C C C
Bacteria | KI1 K12 KL-147 [K168 K170 [K17t [K174 [K175] K176 K177
Coctel cC | C C C cC | - T - T T
Bacteria | KI78 (K179 [KI80 [KI81 [KI82 |Ki83 [Ki84 [KI186] K188 |Ki89
Coctel [ T C T C - T T C T C
Bacteria | K190 [KI91 |KI192 |K193 |KI194 |KI195

Coctel | T - - - T -

(C) Placa clara (T) Placa turbia (-) sin presencia de placa

Eficiencia de la actividad antibacterial del cdctel de fagos in vivo.
Curva de crecimiento de K. pneumoniae K06

En los experimentos in vivo se utilizo un cultivo que presentara un crecimiento
bacteriano con una ODgponm de 1.1 a 1.2 para la cuantificacion de nuestro indculo.

La densidad 6ptica fue leida en un espectrofotometro a ODeggnyn,

25199 4

23R A

2198 4

Ciga/mt

%1107 4

L0108 4

T T T T ——

c.0 05 1.9 15 20 z5

Absorbancia

Figura 1. Grafica de crecimiento de K. pneumoniae
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Ensayo LDsy:

Para conocer el niimero de bacterias necesaria para causar la muerte a los ratones.
primeramente se calculé la LDsg de la cepa K. preumonie K06. Esta se realizé para
ratones de la cepa Balb/c hembras de 6 a 8 semanas de edad y con un peso aproximado
de 20 gr. Los animales de experimentacion fueron alimentados ad libitum con una dieta
normal de bioterio. Se formaron 4 grupos con 4 animales cada uno distribuidos al azar.
La via de administracién de la bacteria fue puncién pulmonar directa. El diluyente fue
medio LB, el volumen administrado de cada dosis de ensayo fue de 100ul a
concentraciones de 10%, 107, 10° y 10° UFC. Se observaron las manifestaciones de la
enfermedad aproximadamente a las 4 horas post-infeccion y se cuantificé el nimero de

animales muertos a las 48 horas después de la infeccién.

Cuadro 11. Establecimiento de LD«

Dosis UFC 108 107 10° 16*
Muertos 4 3 2 0
Sobrevivientes 0 ] 2 El

Animales muertos a las 48 horas post inoculacion bacteriana.

En relacion a este experimento, se establecio a la dosis de 10® UFC como la
cantidad de inoculo suficiente para eliminar el 50% de la poblacion en 48 horas post-
infeccion. La dosis de 107 UFC de la cepa KOG fue la dosis para sacrificar al 75% de los
ratones Balb/c de 6-8 semanas de edad dentro de las primeras 48 horas. La dosis de 10°
UFC elimina a todos los ratones dentro de las primeras 10 hrs. Por lo que la cepa K.
prneumoniae K06 a una dosis de 10" UFC/ml ( no obstante, que hubo un sobreviviente)
fue la condicion utilizada para la infeccion. Los ensayos posteriores indicaron que ésta

dosis elimind a cada uno de los ratones a los que se les administro.
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Efecto antibacterial del coctel de Fagos a diferentes concentraciones.

En este ensayo se utilizaron 3 grupos de 4 ratones cada uno y se realizd por
duplicado. Se les inoculé una dosis bacteriana de 100p] de X preumoniae K06 a una
concentracion de 107 UFC via intrapulmbna:. Posteriormente, 15 minutos después de la
infeccion se dio tratamiento con el coctel de fagos. A cada grupo se les inocul6 una dosis
de fagos de 100yl a diferente concentracién 10°, 108, 10, 10*, UFP por la misma via de
inoculacion que la bacteria.

El efecto bactericida producido por los fagos se observo al utilizar las dosis altas
de 10°, 108 y 10° UFP, mostrando una sobrevivencia del 100% en los ratones, no
obstante que durante las primeras horas los ratones presentaron signos de infeccion.
Estos fueron reduciéndose durante el transcurso de los siguientes 4 dias. donde
finalmente su recuperacién fue por completo. En cambio un decremento de 10° UFP en
la dosis coctel del fago result6 en un decremento en la supervivencia de los animales

(cuadrol2).

Cuadro 12. Sobreviventes al tratamiento con fagos a diferentes concentraciones.

Hora de Fagos 10° Fagole’ Fagos 10°| Fagos 10°| Bacteria | Sin tratamiento
Observaciones|  ™* b N N8 e Yo
8h 100 100 100 100 100 100
16h 100 100 100 100 92 100
24h 100 100 100 60 64 100
32h 100 100 . 100 50 35 100
40h 100 100 100 50 14 100
48h 100 100 100 50 7 100
56h 100 100 100 50 0 100
64h 100 100 100 50 0 100
72h 100 100 100 50 0 100

Los datos mostrados se expresan en porcentaje de supervivencia.
Grupo dosis 10° UFP= grupo control positivo.
Grupo Bacteria sin tratamiento =grupo conirol negativo.
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Adicionalmente en la figura 2 se presenta el analisis grafico de los resultados
obtenidos en el ensayo del efecto antibacterial del coctel de fagos a diferentes

concentraciones.

Efecto antibacterial del coctel de fagos a diferentes concentraciones

120

1004 — —

80 A

60 4

40

% sobrevivencia

20 A

Control (+) Fagos 10° Fagos 10° Fagos 10 Control (-)

Figura 2. Efecto bactericida por el coctel de fagos a diferentes concentraciones.

Los resultados presentados en la grafica son los obtenidos a las 72 hrs post inoculacion. Se designo grupo
“control negativo” a aquel grupo de ratones inoculados con la bacteria patdgena y que no recibieron
tratamiento. E| grupo denominado “control positivo™ fue aquel grupo de ratones a los cuales Gnicamente

se les inoculé una alta dosis de fago. La N (nomero de animales empleados) total fue de 8 ratones para

cada grupo.
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Anilisis estadistico de 1a concentracion del cictel de fagos.

Posterior a la transformacion de datos se aplicé un ANOVA de una via (a=0.05)
encontrando diferencias significativas entre los grupos (p=>.01). Para determinar que
concentraciones mostraban diferencias en el porcentaje de supervivencia, se realizo una

prueba SNK (Student-Newman-Keuls). Los resultados se presentan en el cuadro 13.

Cuadro 13. Resultados de la prueba SNK para las diferentes
concentraciones del coctel de fagos

Grupos
Concentracion N i 2 3
Contro) 9 ) 0.44460721 }
1.00E+04 9 0.769631824
1.00E+06 9 1.570796327
1.00E+08 9 1.570796327
1.00E+09 9 1.570796327

El analisis nos muestra que el efecto de una alta concentracion (10°, 10° UFP)
tiene un comportamiento similar al grupo control positivo (10° UFP) el cual consiste en
un porcentaje de supervivencia del 100%. El efecto de la concentracion 10° UFP difiere
significativamente tanto del grupo control negativo como del grupo control positivo,

esto lo situa como una concentracion intermedia de efectividad antibacteriana.
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Efecto antibacterial del coéctel de fagos a diferentes tiempos con relacién al
porcentaje de supervivencia.

En este experimento se inyect6 via puncién intrapulmonar un inéculo de 10’ UFC
de la cepa K. pneumoniae K06 a 4 grupos de 4-5 ratones para inducir la infeccion letal.
Posteriormente se inoculd una alta dosis de fagos (quUFP) a diferentes tiempos, 13min.
4hrs, 8hrs y 16 hrs. Este experimento se realizo en dos partes. La primera consistié en el
tratamiento con fagos a 0 y 4 hrs. La segunda parte consistio en el tratamiento con fagos
a las 8 y 16 horas. Los primeros sintomas de inféccion se manifestaron al transcurrir las
primeras cuatro horas. los animales inoculados con la cepa patégena mostraron
piloereccion, coloracion palida y- disminucion de su actividad motora. Los signos de
infeccién fueron mucho mds marcados alrededor de las 8 horas. donde ademas de los
sintomas antes mencionados se observé una disminucion en la temperatura corporal.
fluido nasal v dificultad para respirar. Los resultados muestran que una sola inyeccion de
fagos es suficiente para rescatar al 100% de los animales, ain cuando el tratamiento es
retardado hasta las 4 horas. Si el tratamiento es retardado por un tiempo mavor el
porcentaje de supervivencia disminuye. Aun cuando el tratamiento fue retardado hasta
las 16 horas post-infeccion, tiempo en que los signos de infeccion se presentaban muy
marcados, una sola administracion del fago a altas concentraciones fue suficiente para

rescatar a un 66% de los ratones tratados (cuadro14).

Cuadro 14. Porcentaje de sobrevivientes al tratamiento con fagos a diferentes tiempos.

Hora de Bacteria Sfinoculacién

Observ FaE?ISDOh Fag\gi;t h Falc_’?|8 h Faggs_qm h Ant;_l:ilt;)tico S/tratrlr}iento Bac‘{t:!r:i:lna
8h 100 100 100 100 100 100 100
16h 100 100 100 100 100 92 100
24h 100 100 81 88 75 64 : 100
32h 100 100 72 66 66 35 100
40h 100 100 72 66 58 14 100
48h 100 100 7 66 50 7 100
56h 100 100 2 66 50 0 100
64h 100 100 72 66 50 0 100
72h 100 100 2 66 50 0 100

Resultados expresados en porcentaje de supervivencia. N= nimero de individuos por grupo.
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En la figura 3 se muestra la representacion gréfica de los resultados obtenidos al

comparar el efecto antimicrobiano del tratamiento con el coctel de fagos a diferentes

tiempos.

Efecto del tratamiento con fagos a diferentes tiempos para rescatar a ratones
de una infeccion letal inducida por K. pneumoniae

Porcentaje de sobrevivencia
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Figura 3. Efecto bactericida del tratamiento a diferentes tiempos con el coctel de fagos.

Una sola inoculaciéon de una alta concentracién de fagos (109 UFP) administrado dentro de las primeras

horas 4 horas después de la inoculacidn de la cepa patégena K. pneumoniae K06 fue suficiente para

rescatar al 100% de la poblacion. El efecto bactericida se expresa en porcentaje de supervivencia.

Analisis estadistico.

De igual forma, una vez transformados los datos obtenidos, se aplicé el ANOVA

de 2 vias (@=0.05) encontrando diferencias significativas entre los diferentes

tratamientos y en las horas de observacién con respecto a los porcentajes de

supervivencia. (p=>0.05). Para determinar que tratamientos fueron diferentes se realizo

una prueba SNK (Student-Newman-Keuls). Los resultados se presentan en el cuadro 13

y cuadro 16.
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Cuadro 15. Resultados de la prueba SNK para los diferentes tratamientos

Grupos
Tratamiento N 1 b) 3
Control 9| 0484811111
Antibio. 8 h 9 1.04591 1111
Fago 16 h 9 1122711111
Fago8h 9 1.155522222
FagoOh 9 1.5708
Fagod h 9 1.5708 |

El analisis estadistico nos mostro que las diferencias entre los tratamientos se
encuentran clasificadas en 3 grupos. El primer grupo corresponde al control negativo
cuya media difiere significativamente del resto de los tratamientos. El segundo grupo
esta formado por el tratamiento con antibidticos aplicado a las 8 hrs. el grupo tratado con
fagos a las 8 y a las 16 horas, lo que sdgiere que estos 3 tratamientos no difieren
estadisticamente. El tercer grupo esta comprendido por el tratamiento con fagos a las 0
v 4 hrs cuyas medias son iguales entre si y difieren del resto de los grupos.

En cuanto a las diferencias observadas en el porcentaje de supervivencia v el
tiempo transcurrido es posible 1a observacion de 2 grupos. El primer grupo comprende
las 8 y 16 horas las cuales transcurren sin muertes. El segundo grupo comprende las
observaciones realizadas durante las 24 horas siguientes a la inoculacion bacteriana. Es
durante las 24 horas cuando el porcentaje de supervivencia empieza a disminuir
significativamente.

Cuadro 16. Resullados de la prueba SNK para el tiempo
de supervivencia en los diferentes tratamientos.

Grupos 1

Horaobser. N 1 2 1

56 h 16 0983933333

64 h 6 0.983933333

72h 6 0.983933333

48 h 6 1.028566667

40h 6 1.04195

32h 6 1.100516667

24 h 6 1.2092

16h 6 1.523

8h 6 1.5708
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Tratamiento con Fagos contra Antibibticos

Una observacion adicional se llev a cabo al comparar el efecto de un antibidtico
y el efecto de la terapia con bacteriéfagos. Para este estudio e! grupo de ratones tratado
con antibidticos fungié como grupo control positivo (grupo donde el porcentaje de
supervivencia es alto). Para producir la infeccién letal se inoculé la cepa patégena a una
concentracion de 10’UFC a 2 grupos de ratones. Al primer grupo, ocho horas después de
la infeccidn se les aplicé una dosis Unica de 10° UFP de la mezcla de fagos. A la misma
hora a otro grupo se le administré la primera dosis de antibi6tico a una concentracion de
25 mg kg peso. Inicialmente se administré Gentamicina (GE) a intervalos de 12 horas.
Debido a que los resultados mostraron un bajo porcentaje de supervivencia (ver cuadro
17) se consideré un cambio de antibidtico. Se comprob6 la baja participacion de este
antibidtico en el tratamiento de la infeccion ocasionada por K. pneumoniae. En un
ensayo adicional se administré Ciprofloxacina (CPF) en igual concentracion (25mg/Kg.

de peso). Ambos resultados fueron tomados en cuenta para el andlisis de los resultados.

Cuadro 17. Sobrevivientes al tratamiento con fagos y con antibiéticos

[Hora de | Fagos 8h | Antibidtico 8h [ Antibiotico 8h | Aplicacion
N=11 Gentamicina Ciprofloxacina | Antibidtico
Observa N=7 N=5§ Cada 12 hr.
8h 100 100 100 1 dosis
16h 100 100 100
24h 81 i 85 80 2 dosis
32h 72 71 80 3 dosis
40h 72 57 30 4 dosis
48h 72 42 60
56h 72 42 60 5 dosis
64h 72 42 60 6 dosis
72h 72 42 50 7 dosis

Datos observados en porcentaje de supervivencia.
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En la figura 4 se muestra la representacion grafica de los resultados obtenidos en el

ensayo donde se comparé el efecto antimicrobiano del céctel de fagos con el efecto

antimicrobiano producido con los antibidticos.

Porcentaje de sobrevivencia

Efecto antibacterial producido por el tratamiento con Fagos y con el tratamiento

con Antibioticos

04
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Figura 4. Efecto bactericida producido por una dosis Unica de fagos aplicada 8hrs después de la

inoculacion bacteriana y por el tratamiento con antibioticos administrada cada 12 hrs en repetidas dosis.

En este gréfico se muestra el porcentaje de supervivencia al 3er dia post infeccion. Un porcentaje de

supervivencia del 72% es observado en el tratamiento con fagos en comparacion a un 40 v 60% de

supervivencia que presentaron los tratamientos con antibioticos.

Andlisis estadistico.

Al observar el andlisis del ANOVA de los diferentes tratamientos (ver cuadro 15)

podemos observar que el tratamiento con antibioticos se encuentra en el mismo grupo

del tratamiento con fagos a las 8 y 16 horas. Esto nos muestra que los 3 tratamientos no

presentan diferencias significativas y por lo tanto los tratamientos son igualmente

efectivos.
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DISCUSION

Los pruebas bioguimicas de las cepas bacterianas mostraron algunas variaciones.
Las cepas K03 y K09 muestran un estado positivo en la prueba Rojo de Metilo y un
estado negativo en la prueba Vogues Proskauer. Ambas cepas presentan un estado
inverso en comparacién al resto de las bacterias. Sin embargo, es posible afirmar que
todas las bacterias pertenecen al genero Klebsiella especie pneumoniae. Regularmente
un 98% presenta un estado positivo en la prueba del VP y un 2% positivo en la prueba
Rojo de metilo. De ahi, que en raras ocasiones el patrén observado sea diferente. Sin
embargo las bioquimicas mas importantes para la caracterizacién de K. pneumoniae son
las pruebas de arﬁinoécidos: Arginina (negativa), Lisina (positiva), Ornitina (negativa).

En relacion a las pruebas de sensibilidad a antibioticos se mostrd que la cepa K.
pneumoniae es resistente a los antibidticos f-lactamicos, aminoglucosidos v
cefalosporinas de 1° y 2° generacion. Esto debido a que la cepa es productora de
B-lactamasas de amplio espectro. Esta producciéon de enzimas se encuentra
estrechamente relacionada con la adquisicion de plismidos que codifican la
multirresistencia. Ademas se ha demostrado la existencia de una alta correlacion en el
uso de cefalosporinas de 3° generacién como la ceftazidima y la resistencia a
antibioticos por parte de K. pneumoniae. _

Dada su naturaleza los bacteriofagos, podrian ser considerados como buencs
candidatos para una terapia antibacteriana, ya que son altamente especificos entre una u
otras especies de bacterias, no son toxicos en animales ni en plantas, y tienden a
incrementar su titulo infectando y multiplicandose, por lo que una simple dosis resultaria
suficiente (2.3,4,).

En este estudio se traté de conocer la efectividad de la terapia con bacteriofagos.
Primeramente, fue necesario contar con los fagos. Para ello partimos con una coleccion
de 13 cepas de K. pneumoniae. Se obtuvieron unicamente fagos para 9 de las cepas ¥
para cada una de estas, de 7 a 20 fagos. Desafortunadamente no fue posible la obtencion
de fagos para el resto de las cepas. La resistencia de las otras cepas podria estar asociada
a profagos (fagos que integran su material genético dentro del de la bacteria y
permanece en asociacion con la ella). Los profagos dirigen la sintesis de un represor el

cual bloquea la transcripcion del resto de los genes propios y ademas de los fagos
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lisogénicos estrechamente relacionados (homoinmunes). Esto puede ser considerado
como una ventaja en la competencia por otros fagos, ya que evitan el secuestro de la
célula hospedera y la  protegen de la infeccion de varios fagos liticos (35).
Contrariamente, también se encontrd con cepas muy susceptibles a la infeccion de fagos.
como en el caso de las cepas K06, K08, K147.

La lisis es la disolucidn de la célula bacteriana y el principal fenomeno por el
cual se infirid la presencia de fagos. Sin embargo, existen fagos que simplemente entran
en la célula sin destruirla, como fagos “defectuosos™ al entrar a la célula, se multiplican
pero no son capaces de lisarla. Otros fagos los llamados temperados, pueden integrarse
dentro del material genético de' la célula y lisarla solo cuando son inducidos por
tratamientos especiales (9).

Asi, como existe la posibilidad de que un fago inhiba la infeccion y/o ¢l
desarrollo de otro, de igual forma, es posible v en algunos casos imprescindible la
necesidad de un fago para el desarrollo de otro. Existen evidencias de tres tipos de
interaccion entre bacteriofagos. 1) Bacteriéfagos que transfieren ADN de bacteriofagos
no relacionados, 2) Bacteriéfagos que suplen los receptores de la célula hospedera para
la infeccién de otros bacteridtagos, y 3) Bacteriofagos que potencializan el desarrollo de
otros bacteriofagos. Como ejemplo de este ultimo punto. tenemos a los tagos tipo P4 de
E. coli el cual es dependiente del fago P2, ya que requiere del producto de los genes
tardios de este ultimo para el ensamblaje, empaquetamiento de su ADN vy lisis de la
bacteria hospedera, requerimientos proteicos esenciales para que el fago P4 complete su
ciclo litico y produzca viriones (10).

Hoy, resulta absurda la idea de que un so6lo bacteriéfago pueda atacar a todas las
bacterias ain cuando estas fueran de la misma especie. Las bacterias ticnen fagos
particulares y estos estan cercanamente relacionados a las variaciones entre especie (9).
Por ello, uno de los intereses adicionales de este estudio. fue el de encontrar una posible
solucién a uno de los muchos problemas que obstaculizé las aplicaciones de la terapia
bacteriofagica: el rango de restriccion del hospedero, el cual causé que a principios de

siglos la terapia fallara.
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Como primer paso se decidi¢ buscar no solo un fago que fuera capaz de lisar a
nuestra cepa bacteriana, sino obtener varios de ellos que cumplieran con la caracteristica
de ser virulentos y ademas de que su blanco de accién fuese mas extenso. Se utilizé una
mezcla de 9 fagos la cual pudiera ser efectiva para cualquier cepa de K. pneumoniae. Al
probar esta mezcla con un total de 36 aislados clinicos obtuvimos un 80% de
susceptibilidad por parte de las bacterias. Aunque no se probo el efecto antibacterial con
un menor niimero de fagos, la idea con estos estudios es contar con un cdctel con pocos
fagos y un porcentaje alto de susceptibilidad.

En el ensayo in vivo los resultados obtenidos fueron muy alentadores. Se mostro
que una sola inyeccion de una alta dosis del céctel de fagos (10°UFP) inoculado por
puncion pulmonar directa es suficiente para rescatar en un 100% a los ratones de una
neumonia ocasionada por K. pneumoniae. En los casos donde el titulo del coctel fue bajo
se observé una disminucion en el porcentaje de supervivientes. No se utilizd otra via de
administracion para ver el efecto de la aplicacion del fago. Sin embargo, los estudios
anteriores indicaron que, por ejemplo, cuando el fago es aplicado intramuscularmente a
una concentracién de 3x10* o 3x10° particulas de fago via intravenosa, estos fueron
suficientes para curar a ratones de una dosis letal ocasionada por una Escherichia coli
MW (25). En el tratamiento contra Pseudomonas plegocoglossicida en peces Ayu, la

concentracién utilizada de 10’ UFP y administrada oralmente, indicé que el nivel de la

actividad del fago fue alta (24). En un estudio para el control de septicemia y meningitis.

ocasionada por una infeccion de E. coli en pollos y temeros, donde la via de
administracion de los fagos fue intramuscular a una concentraciéon de 10* UFP y 10°
UFP e intracraneal de 108 UFP, respectivamente, fue posible evitar la infeccién (3). Con
estos resultados se puede sugerir que la concentracién minima necesaria para la
inhibicién del crecimiento bacteriano in vivo depende de la via de administracion del
fago. Del mismo modo se sugiere que los fagos pueden ser capaces de atravesar
diferentes barreras, utilizar el sistema circulatorio y llegar al foco de la infeccion
Adicionalmente, se quiso conocer hasta donde era posible retardar la
administracion del tratamiento por fagos y saber hasta que punto eran evidentes los
signos o sintomas de la infeccion en los ratones. Los resultados nos muestran que una

simple dosis con un titulo alto del coctel de fagos (107 y 10° UFP) administrada hasta 4
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horas post-infeccion es suficiente para rescatar al 100% de la poblacion infectada.
Similar a lo reportado en otros estudios (4) en donde una dosis tnica de una ala
concentracién de fagos CRMEN 44 (10° y 10 UFP) inoculados intramuscularmente
fueron suficiente para rescatar al 100% de los ratones infectados con un aislado clinico
de Enterococcus faecium resistente a vancomicina. Este tratamiento continué siendo
positivo aun a mas de 5 horas post-infeccion. En este mismo estudio, el tratamiento tue
retardado hasta que los animales estaban casi moribundos (signos de infeccion muy
marcados a las 24 hrs post-infeccion) mostrando que ain fue posible rescatar el 50% de
estos animales.

Por otra parte, al comparar al comparar el efecto del tratamiento con fagos
aplicado a las 8 hrs post-infeceidén contra el tratamiento con antibidtico, igualmente a las
8 hrs post-infeccion, observamos que la mezcla dec fagos tuvo una ligera superioridad
sobre las repetidas dosis de antibidticos (Gentamicina y Ciprofloxacina). Esta
observacién concuerda con otros experimentos anteriores. Por ejemplo en el tratamiento
generalizado de una infeccion cerebral ocasionada por cepas de Escherichia coli, (23) va
que, una sola dosis de fagos anti-Kl fue mads efectiva que multiples dosis
intramusculares de Tetraciclina, Ampicilina, Cloramfenicol o Trimetoprima con
Sulfametoxazol para la cura de ratones. El fenémeno de una sola dosis se debe a la
propia perpetuacién natural de los fagos ante la presencia de bacterias susceptibles.
caracteristica que ningin tipo de agente quimico antibacteriano posee. De este modo
existen estudios de modelos de dinamica poblacional que demuestran que el crecimienio
exponencial en numero de particulas de fagos en una sola inyeccion resulta ser superior

a multiples dosis por inyecciones de antibidticos (4).

Podemos resumir que el efecto curativo de los fagos que componen el cdctel
tiene la habilidad para destruir rapidamente a la cepa K. preumoniae en el tejido de
organismo infectado. En cada experimento realizado se demuestra indirectamente que
los fago estan activos y son capaces de desarrollarse, por lo tanto de reinfectar v lisar a
nuevas cepas bacterianas. Regularmente en los estudios de investigacion con animales,
el inoculo de bacteria patdgena usado para producir una infeccién son altos, en

comparacion a las situaciones clinicas normales. La habilidad de los fagos como un
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potencial agente terapéutico antibacterial para rescatar a los pacientes o animales
infectados es por consiguiente muy convincente.

Reportes previos habian sugerido que los bacteriofagos presentaban una baja
participaciéon en el control de infecciones bacterianas tanto en animales como en
humanos por la baja actividad in vivo observada (debido a su especificidad restringida.
la rapida eliminacion por flltracion del organismo, la formacién de anticuerpos hacia
éstos y ademas por el surgimiento de  bacterias  fago-resistentes durante el
tratamiento (8,20,27). Sin embargo, las observaciones concernientes directamente a la
fago-terapia como la especificidad, podria reforzar el éxito de esta. va que al ser los
fagos especificos y usarlos en el tratamiento de una infeccion ocasionada por
determinada bacteria se evitaria que otras bacterias de la flora intestinal normal se vean
afectadas. efecto que, con los antibidticos de amplio espectro es dificil de impedir que
suceda. En cuanto a la resistencia, al igual que con los antibidticos pueden aparccer
bacterias resistentes, sin embargo, también se dan casos de mutaciones espontaneas en
genes fagicos que pueden llegar a contrarrestar la resistencia bacteriana (28).

El estudio detallado de la terapia con bacteridéfagos nos conduciria a una mejor
utilizacién de esta alternativa para disminuir la resistencia tanto por parte de los
antibidticos como de los fagos. Si bien es cierto que las bacterias adquieren resistencia
hacia los fagos por mutaciones, esa resistencia no esta relacionada con la resistencia a
un antibiodtico, de igual forma si una bacteria adquiere cierta resistencia a un antibidtico.
esta mutacion no esta relacionada con la capacidad de resistencia hacia el fago. Por lo
tanto si una bacteria es expuesta a ambos agentes, la terapia tendria una ventaja, ya que
serfa muy remota la posibilidad de expresar genes de resistencia a ambos. Los reportes
relacionados a tendencias mutacionales en las bacterias sugieren que existe una
mutacion hacia un antibiotico cada 10° divisiones, mientras que la tendencia de mutacién
hacia un fago es de 10’. Por lo tanto la ventaja de que la bacteria adquiera la resistencia
hacia el fago resultaria del producto de ambas 10° x 107, esto es, 10" divisiones para
tener una mutacion de resistencia (8).

El inocular fagos al organismo puede desencadenar el reconocimiento del sistema
inmune y del sistema reticulo endotelial (bazo, higado) contra estas particulas extraiias,

y como consecuencia un posterior inoculo podria no ser tan eficaz. Sin embargo, para
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mejorar la terapia con bacteriéfagos es posible la utilizacion de fagos que sean capaces
de evadir ambos sistemas. Para ello, se han realizado experimentos en ratones para
impedir la que sean reconocidos y eliminen al fago. La inoculacion se lleva a cabo por
varios pases en el ratdn hasta seleccionar aquellas mutantes figicas que sean ahora
capaces de evadir el sistema inmune. Por ejemplo se aislaron mutantes de fagos 4 de
Escherichia coli que ahora no son reconocidos por los anticuerpos vy siguen siendo
utiles como agentes antibacterianos (20).

Con el surgimiento cada vez mayor de las bacterias resistentes a antibioticos.
resulta sumamente importante y necesario el explorar las aplicaciones de los
bacteriéfagos con potencial terapéutico. Hoy en dia. la exploracién de esta nueva
alternativa es facilitada por el desarrollo de la biologia molecular. va que los
mecanismos de interaccion de fago-bacteria son mayormente centendidos.  Estos
conocimientos aunados con rigurosos pruebas clinicas en modelos animales estan
permitiendo un racional desarrollo de la terapia con bacteriofagos.

Estos resultados indican que los bacteriéfagos poseen el potencial de tratar las
infecciones bacterianas en animales y en humanos, y que su uso deberia o deberd ser

considerado nuevamente.
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CONCLUSIONES

()
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10.

Las cepas bacterianas de K. pneumoniage cumplieron con las caracteristicas
bioquimicas propias del género y especie.

La Ciprofloxacina fue ser un antibiotico efectivo capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano de K. pneumoniae in vitro.

Se obtuvieron 7 fagos para la cepa K01, 10 fagos para la cepa K02, 19 fagos para
la cepa K06, 19 fagos para la cepa K08, 7 fagos para la cepa K09, 12 fagos para
la cepa K10, 7 fagos para la cepa K11, 7 fagos para la cepa K12 y 17 fagos para
la cepa KL 147 '

E! coctel de fagos fue constituido por 9 fagos virulentos: $K06-19. 6K06-04.
$HK08-39,, $K08-48, 6K 10-39, ¢K10-12, $K10-37, $K11-38, ¢K11-42.

Una concentracion de 10" UFC de la cepa K. preumoniae K06 fue suficiente
para ocasionar la muerte a los ratones dentro de las primeras 48 hrs.

La eficacia del coctel de fagos in vitro fue de un 80% en un total de 36 aislados
clinicos de K. preumoniae.

La concentracion del coctel de fagos 10® UFP administrado via intrapulmonar
fue suficiente para observar una actividad antibacteriana in vivo.

La eficacia del céctel de fagos in vivo fue de un 100%, en el tratamiento de una
neumonia ocasionada por K. pneumoniae (K06) al aplicar el tratamiento durante
las primeras 4 horas posterior a la infeccion.

El tratamiento con el coctel de fagos no presentd diferencias estadisticamente
significativas en relacion al tratamiento con antibidticos.

La terapia con bacteriofagos es efectiva en el tratamiento de neumonia

ocasionada por K. pneumoniae en raton.
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APENDICE 1

Clasificacion de Antibidticos

Antibiéticos B-lactamicos.

Dentro de este grupo se encuentran las penicilinas, las cefalosporinas, los
inhibidores de B-lactamasas, los carbapenems y los monobactams. Se denominan B-
ldctamicos por tener un anillo conformado por C;H3N:O conocido como anifio §-
lactamico. Estos antibidticos actiian como potentes inhibidores de la sintesis de pared

cetular (18).

Penicilinas:

Todas las penicilinas se caracterizan por presentar un grupo quimico conocido
como &acido 6-aminopenicilanico (6-APA) que consta de un anillo de tiazolidina
condensado con un anillo P-lactamico. La accién antibacteriana de las penicilinas
consiste en la capacidad de inhibir la accidn de las enzimas bacterianas esenciales para

la sintesis del peptidoglucano, [famadas proteinas de unidn a penicilinas (PBPs) (18).

Cefalosporinas:

Las cefalosporinas son producidas y secretadas de manera natural por el hongo
Cephalosporium. Este grupo también contiene el anillo - lactamico y difiere de las
penicilinas porque en lugar del anillo tiazélico posee un anillo de dihidrotiacina. Las
céfalosporinas se clasifican en funcidon de su actividad antibacteriana como
cefalosporinas de primera generacion (cefadroxil, cefazolina, cefaloridina, cefalotina)
tienen actividad satisfactoria contra bacterias Gram positivas y accién relativamente
moderada contra las bacterias Gram negativas. Casi todos los cocos Gram positivos son
sensibles. Las cefalosporinas de segunda generacion (cefaclor, cefamandol, cefuroxima,
cefotetan, cefoxitina) tienen accion un poco mayor contra Gram negativos, pero mucho
menor que la de los compuestos dé la tercera generacion, también son activos contra el
grupo de B. fragilis. Las cefalosporinas de tercera generacion (cefixima, cefotaxima,
ceftazidima, ceftriazona, moxalactam) casi siempre son menos activas que los
medicamentos de la primera generacién contra cocos Gram positivos, pero son mas

activas contra Enterobacteriaceae que incluyan cepas productoras de p-lactamasas. Las
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cefalosporinas de cuarta generacidn (cefpirome y cefepime) presentan un amplio
espectro de actividad en comparacion con las de la tercera generacion y una mayor
estabilidad a la hidrélisis por B-lactamasas mediadas por plasmidos o cromosomas.

Las cefalosporinas tienen el mismo modo de accidn que las penicilinas, es decir,
se unen irreversiblemente a las PBPs e impiden la formacion de los puentes de

entrecruzamiento de las cadenas de aztcar del peptidoglucano (18). "

Inhibidores de -lactamasas.

Los antibidticos inhibidores de B-lactamasas tienen poca actividad bactericida.
Existen 3 tipos de inhibidores f-lactamicos que son: dcido clavuldnico. sulbactam v
tazobactam. El dcido clavuldnico es producido de manera natural por Strepronnces
clavuligeris. Este acido inhibe a las B-lactamasas actuando como un inhibidor suicida.
formando imreversiblemente un complejo acilo con la B-lactamasa y disminuyendo la
actividad de la enzima. El sulbactam, es un compuesto semisintético de la 6-
desaminopenicilina sulfona inhibe de manera similar al acido clavuldnico pero con
menos actividad antibacteriana. El tazobactam, es un compuesto de dcido penicilanico
sulfona, esta relacionado estructuralmente con el sulbactam, y su actividad es mas

P

potente que la del acido clavuldnico (18).

Carbapenems

El primer antimicrobiano "de este tipo es el imipenem (n-formimidoil
tienamicina), el cual es un denivado semisintético de la tienamicina y es producido de
manera natural por Streptomyces spp. Imipenem se une a las proteinas de unién de
penicilinas 1 v 2 (PBP 1 y PBP 2) de las bacterias Gram negativas y Gram positivas.

causando alargamiento v lisis celular (18).

Monobactams

Un antibiético de este tipo es el aztreonam, cuenta con una estructura monociclica v
presenta actividad antibacteriana contra Gram negativos. Se une primeramente a PBP 3
de enterobacterias, Pseudomonas sp. y microorganismos Gram negativos anaerdbicos,

produciendo estructuras filamentosas (las f-lactamasas no pueden hidrolisar) y por lo
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tanto, se detiene la sintesis de la pared celular provocando la muerte de la célula

bacteriana (18).

1L Aminoglucésidos.

Los aminoglucosidos son cadenas de aminoazucares unidos por enlaces glicosidicos.
Se han aislado de Micromonospora sp. (gentamicina, sisomicina y netilmicina) o de
Streptomices sp. (estreptomicina, kanamicina, neomicina y tobramicina). Los
aminoglucosidos actian como agentes bactericidas inhibiendo la sintesis de proteinas y
uniéndose irreversiblemente a la subunidad 30s del rRNA, evitando asi. la traduccion del
RNAm durante la sintesis de proteinas y provocando que la célula muera. Estos

antibidticos constan de una potente actividad bactericida contra bacilos Gram negativos

(6).

[II.  Quinolonas
Las quinolonas son compuesto quimicos conocidos como fluoroquinolonas.
contienen un 4tomo de fluor. Las quinolonas mas empleadas son el acido nalidixico, la
norfloxacina y la ciprofloxacina, entre otras. Las quinolonas actian uniéndose
primeramente a la DNAgirasa (enzima esencial para la replicacidn de! ADN) va que e}
ADN no se superenrrolla provocando la muerte de la bacteria rapidamente. Las
quinolonas pueden presentar una actividad antibacteriana reducida en presencia de pH y

cationes divalentes (Mg 2" y Ca™") (17).

IV.  Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos de amplio espectro con un ntcleo
hidronaftaceno, el cual contiene 4 anillos fusionados. Se clasifican basados en la
duracién de su accion en 3 grupos: Grupo 1. accién corta, (oxitetraciclina y
clortetraciclina) Grupo 2. accién intermedia (demeclociclina y metaciclina) y Grupo 3.
accion prolongada (doxyciclina y minociclina). Las tetraciclinas actian inhibiendo la
sintesis de proteinas de los microorganismos. Estos antibidticos entran a la bacteria por
un proceso dependiente de energia y se unen a la subunidad 30s del rARN, lo cual

ocasiona un bloqueo de acceso del aminodcil-tRNA hacia el complejo ribosomal e
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impidiendo asi la sintesis de polipéptidos. Las tetraciclinas son efectivas contra Gram
positivos, Gram-negativos, mycoplasmas, clamydiae, rickettsiae y algunos protozoarios

(12).

V. Macroélidos

Los Macrolidos son derivados de Streptomy;ces erythreus. Se caracterizan por
contener anillos lactonicos grandes unidos a una fraccion glucosidica. Es posible que
existan variaciones tanto en el anillo lacténico como en la parte glucosidica. generando
upa gran variedad de estos. Los macrélidos mds conocidos son la eritromicina, la
oleandomicina, la espiramicina, -la tilosina, la claritromicina y la azitromicina. En
general los macrélidos actian como inhibidores de la sintesis de proteinas uniéndose a la
subunidad 50s de rRNA, bloqueando la reaccion de transiocacidn de la cadeny de
alargamiento del polipéptido. Estos antibioticos pueden actuar contra microorganismos

Gram-positivos v algunos Gram-negativos (12).

VL. Glicopéptidos y polipéptidos

Dentro de los polipéptidos se encuentra la vancomicina, antibidtico producido por
Streptomyces orientales 'y la daptomicina. lipopéptido semisintético producido por
Streptomyces roseosporus. Los glicopéptidos inhiben la sintesis del peptidoglucano a
través de la formacidn de complejos con la D-alanil-D-alanina (porcion precursora de la.
formacion de la pared celular). Los glicopéptidos actuan contra microorganisimo Gram

positivos aerdbicos y anaerdbicos (12).

VII.  Sulfonamidas y Trimetoprima

Estos antibidticos son agentes antimicrobianos semisintéticos, s¢ derivan de fa
sulfanilamida, la cual es simifar en la estructura quimica del dcido para-aminobenzoico.
un factor esencial para la sintesis del dcido flico. La Trimetoprima es un andlogo de
pirimidina que inhibe la enzima dihidrofolato reductasa interfiriendo con el metabolismo
del acido fdlico y bloqueando la via metabdlica de este dcido. Las sufonamidas actian

contra una variedad de bacterias Gram positivos y Gram negativos, asi como contra
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actinomycetes, clamidiae, toxoplasma y plasmodia. El Trimetoprima es activo contra

bacterias Gram positivos y Gram negativos (17).

VIIl. Cloramfenicol

El cloramfenicol es un antimicrobiano de amplio espectro que contienen un anillo
nitrobenceno v es producido por Streptomyces venezuelae. Es un agente bacteriostdtico,
inhibe la sintesis de proteinas uniéndose a la subunidad 50s del rARN y evita el proceso

de transpeptidacion durante el alargamiento de la cadena peptidica (12).



APENDICE I

Preparacién de medios

Los medios de cultivo y soluciones empleados en el cultivo de la cepa bacteriana
y en la deteccion de bacteridfagos se esterilizan por autoclave durante 15 minutos a 121°
C a 15 libras de presion. El sulfato de magnesio se adiciona una vez esterilizado el

medio.

Medio Luria-Bertani (LB) para cajas petri 1L.

Bacto-triptona 10g
Bacto-levadura T o5g
Bacto-agar 15g
Cloruro de sodio (NaCt) 5¢

Sulfato de magnesio (MgS0Q,) IM 10ml

Medio LB liquido 0.5 L

Bacto-triptona 3g
Bacto-levadura 2.5g

Cloruro de sodio (NaCl) 2.5¢g
Sulfato de magnesio (MgSOy) 1M Sml

(i

Medio TS (Triptona “broth™ medio) para cajas petri 1L

Bacto-triptona 10g
Bacto-agar g
Cloruro de sodio (NaCl) 5g

Sulfato de magnesio (MgSOy) IM 10ml

Medio TP suave 0.5 L

Bacto-triptona 5g
Bacto-agar 3.5g
Cloruro de sodio (NaCl) 2.5g

Sulfato de magnesio (MgSOy) 1M 5ml
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Medios de Cultivo Diferenciales

Medio MacConkey para cajas Petri 1 L

Bacto- peptona 17g
Mezcla de peptonas 3g ; R
iy - Eschcru‘lm coli Rojas con h i mahu»
Mezcla de sales biliares 1.5g L ¥
. _ Kichsiela spp., Enterobacter spp. Rosadas mueesas
Cloruro de sodio Sg :

. Tncaloras.
13.5g Satmonctla spp., Shigella spp.

- a0
Bacto- agar transureiies

Rojo neutro 0.03g Proteus spp. Enterococeus spp. Diminutas. epaca @
P
o

Cristal violeta 0.001g

=
Agar Verde Brillante para cajas Petri 1 L Q
Extracto de levadura 3g '
Mezcla de peptonas - 10g

i Rasa. blaneas »
Cloruro de sodio 58 Sahmonetla spp. ™ )
X transparentes sobre fonds
Lactosa 10g QOrgartismos tactasa (- )
rijy
Sacarosa 10g e o e e
" E. coli. Enterobacter >pp Verde amarilients

Agar 20g Klebsiclla spp " sobre fondo amaritients
Rojo de fenol 0.08g ~T T o T
Verde brillante 0.0125¢

Agar Hektoen para cajas Petri 1L

Peptona de carne 12g,
Levadura, 3g : Sadals -
Shmdh smw Prundcnun Verdes, elevadas, himeds
Sales biliares, : 9¢ N R oo
galmondld spp- Protess  Verde-azoladas. con o sin
Lactosa 12g o spp : _centra negro -
Sacarosa 12g E\cheruhm cnh, l\h‘b\u.ll.n l\om satmon mdna\l.:\ et
T spps . dlgunas gesiones por un
Salicina 2g 2 Emterobucterspp. | precipitado bif
Cloruro de sodio 5g

Citrato de hierro y amonio 1.5g



Agar 14g
Azul de bromotimol 0.065¢g

Fucsina 4cida 0.1g

Medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media)

Sales inorgdnicas

CaCl, 200mg/L
Fe(NOs); 0.10mg/L
Kcl 400mg/L
MgSO, 97.67mg/L.
NaCl! 750mg/L
NaHCO; 700 mg/L
NaH,PO, H20 125mg/L

Otros componentes

D-Glucosa 4500 mg/L
Rojo de Fenol 15 mg/L
HEPES 4958 mg/L

Aminoacidos

L-Arginina H,O 84 mg/L
L-Cisteina H,O 63 mg/L
L-Alanyl-L-Glutamina 862 mg/L
Glicina 30 mg/L
L-Histidina HC1 2H20 42 mg/L.
L-Isoleucina 105 mg/L
L-Leucina 105 mg/L
L-Lisina H 146 mg/L
L-Metionina 30 mg/L
L-Fenilalanina 66 mg/L

L-Serina 42 mg/L



L-Treonina 95 mg/L
L-Triptofano 16 mg/L
L-Tyrosina 2Na 2H,0 104 mg/L
L-Valina 94 mg/L
Vitaminas

D-Ca pantotenato 4 mg/L
Colina Chlorida 4 mg/L
Acido Folico 4 mg/L
i~Inositol 7.20 mg/L
Niacinamida 4 mg/L
Riboflavina 0.40 mg/L
Thiamina HC1 4 mg/L
Pyridoxina HCI 4 mg/L
Soluciones

a- dil (TMG-buffer)

Tris base 1.2g
Sulfato de magnesio (MgSOy) IM 5g
Gelatin 10g

Ajustar el pH 2 7.4 con HCL
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