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RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un patdgeno que esta adquiriendo importancia en los ambientes
interhospitalarios, normalmente se encuentra en las UCI ; aunque esta bacteria adquiere
mayor relevancia clinica en los pacientes inmunosuprimidos, ademas de tener la capacidad
evadir el efecto de los agentes desinfectantes y tolerar ambientes en condiciones poco
favorables, estos no son todos los aspectos importantes de este patégeno, sino también la
facilidad que tiene para adquirir resistencia a muchos antibiéticos, por lo que en los ultimos
afios se ha reportado el incremento de casos Acinetobacter baumannii multidrogo resistente
(MDR) alrededor del mundo.

En este trabajo de investigacién se buscé encontrar bacteriofagos liticos especificos para
cepas nosocomiales de Acinetobacter baumannii como una terapia alternativa al de uso de
antibioticos (Fagoterapia). Con este objetivo se logro aislar 48 bacteriofagos en las ciudades
de Lima e lquitos, seguido a ello se seleccioné un aislamiento de bacteriéfagos por cada
punto de muestreo y se procedio a realizar su caracterizacion, se describi6 la calva formada
producida por la respuesta a la infeccion del fago a la bacteria propio de cada complejo, las
calvas que se encontraron tuvieron un didmetro mayor a 1mm con la formacion de un halo
maximo de 5.2mm de diametro; luego se empled la técnica de Curva de Crecimiento de un
paso para conocer el periodo de eclipse, periodo de latencia y el Burst Size especifico de
cada bacteriofago siendo parametros importantes para la seleccion de los bacteriéfagos, se
observo que el periodo de eclipse esta en un rango de 15 a 25min; por otro lado el periodo de
latencia se encuentra en un rango de 20 a 35 min; por Gltimo el Burst Size obtenido tuvo un
minimo de 3 y alcanzé un maximo de 281. Se encontré que 8 de los 10 bacteriofagos
pertenecen a la familia Myoviridae con el uso de primers que codifican el gen gp23
especifico de esta familia; finalmente se aplicé el método del RAPD-PCR para tipificar los
bacteriofagos encontrados.

Palabras Claves: Acinetobacter baumannii, Bacteriofagos, Fagoterapia, Calvas, Periodo de
Eclipse, Periodo de Latencia, Burst Size, Myoviridae, Podoviridae, RAPD-PCR
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a pathogen that is acquiring importance in the
interhospital environments, usually located in the ICU although this bacterium
acquires greater clinical relevance in immunosuppressed patients, as well as having
the ability to evade the effect of disinfectants and tolerate environments in
unfavorable conditions. These are not all the important aspects of this pathogen, but
also the ease with which it acquires resistance to many antibiotics, so in recent years
has been reported an increase of Acinetobacter baumannii MDR cases.

This investigation seek specific lytic bacteriophages for nosocomial strains of
Acinetobacter baumannii as an alternative therapy to antibiotic use (phage therapy).
It was isolated 48 bacteriophages in Lima and lquitos; one bacteriophage was
selected per sample point and proceeded to perform characterization. , plaques
described formed produced by the response to infection phage to bacteria of each
complex itself, the plaques were found had a larger diameter Imm with the formation
of a maximum of 5.2mm diameter halo; then the One Step Growth Curve to know
the eclipse period, latent period and Burst Size specific to each bacteriophage; it was
observed that the period of eclipse is in a range 15 to 25min; on the other hand the
latency period is in a range of 20 to 35 min; finally the obtained Burst Size had a
minimum of three and a maximum of 281 reached. In addition, tests were performed
with PCR and it is found that 8 of the 10 belong to the Myoviridae bacteriophages
family using specific primers encoding gp23 gene of this family; finally the RAPD-
PCR method was applied for typing the bacteriophages found.

Keywords: Acinetobacter baumannii, bacteriophages, phage therapy, Plaques,
Eclipse period, latent period, Burst Size, Myoviridae, Podoviridae, RAPD-PCR.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Acinetobacter es uno de los patdgenos nosocomiales mas significativos entre el
grupo de los gram negativos, no fermentadores. Es considerada como una de las
bacterias con mayor incidencia en las infecciones nosocomomiales en pacientes que
se encuentran en las Unidades de Cuidados Intensivos o en el &rea de quemados,
ademéas de aquellos que son inmunosuprimidos, generando infecciones en tracto
urinario, agente causal de neumonia en pacientes con ventilador mecanico. Otra
importancia clinica que tiene Acinetobacter baumannii es su resistencia a
desinfectantes, a la radiacion UV y a la tolerancia de detergentes; es asi que esta
bacteria tiene un alto grado de supervivencia por largos periodos en ambientes

hospitalarios, facilitando de esta forma su propagacion.

Asimismo, esta bacteria tiene la capacidad de adquirir facilmente resistencia a
diversas  familias de antibiéticos como carbapenémicos, quinolonas,
aminoglucosidos, etc., por esta razon se esta investigando diversas técnicas para
tratar estas bacterias multidrogo resistente (MDR). Existen ya muchos casos
reportados en todo el mundo sobre todo en Europa y en U.S.A, la incidencia en
paises latinoamericanos es menos; sin embargo no hay que restarle importancia a
este patdgeno, paises como Colombia y México muestran datos de vigilancia
epidemioldgica. En el caso de nuestro pais, se muestra un incremento significativo
desde el afio 2002, en el 2015 se ha reportado un brote hospitalario de esta bacteria
en Chiclayo dejando 176 muertos.

Por lo anteriormente mencionado, se necesita de nuevas técnica alternativas al uso de
antibioticos, siendo la fagoterapia una solucién bastante prometedora; esta técnica se
basa en encontrar al fago capaz de lisar y por lo tanto eliminar la bacteria hospedera.
Esta clase de virus son especificos a una sola bacteria; ya que para que ocurra la
infeccién el bacteriofago primero necesita reconocer complejos moleculares de tipo
proteico, lipoproteico o glucoproteico que se encuentran en la membrana celular

bacteriana; como resultado el bacteriéfago es inocuo al portador del patgeno.
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Cabe resaltar que la fagoterapia no es algo totalmente nuevo, en realidad los primeros
reportes datan desde finales de 1890 y se realizan estudios de su aplicacion a patdgenos
desde 1917, hay institutos como Pasteur en Francia en el que se vienen estudiando a
estas entidades por varias décadas. Otro punto resaltante de la fagoterapia es que su
aplicacion no es exclusiva a humanos sino que es aplicable en la agricultura para
erradicar bacterias que causan dafios en los cultivos, o su aplicacion en animales en la

industria acuicola o avicola.

Por todo lo anteriormente mencionado es que el presente trabajo de investigacion
busca aislar bacteriéfagos liticos especificos para cepas nosocomiales de
Acinetobacter baumannii a partir de muestras ambientales y de aguas residuales de
Lima, Arequipa e lquitos; luego de obtener los aislamientos se pasard a hacer la
caracterizacion en los que se evaluara los parametros méas importantes como el tipo
de calva que se obtiene, la curva de crecimiento en la que se evalUa el periodo de
latencia, eclipse y el Burst Size. Se identificara a que familia pertenecen con el uso
de PCR convencional y se tipificaran los aislamientos por la técnica del RAPD-
PCR, para conocer la diversidad que existe entre los aislamientos encontrados.

1.1 HIPOTESIS
Existirdn diferencias entre la diversidad de los bacteriofagos aislados a partir de

muestras de agua de fuentes naturales contaminadas y muestras residuales en las

distintas regiones de Peru.
1.2 OBJETIVO

1.2.1 GENERAL

e Aislar, identificar y caracterizar bacteriéfagos especificos para Acinetobacter

baumannii a partir de muestras contaminadas y naturales de agua.

1.2.2 ESPECIFICOS

1. Aislar bacteriéfagos especificos para cepas nosocomiales de Acinetobacter
baumanni

2. Probar la actividad litica de los distintos bacteriéfagos aislados.
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3.
4.
S.
6.
7.

Describir las caracteristicas de las calvas obtenidas.

Realizar la titulacion de los bacteriéfagos.

Identificar el periodo de eclipse, en las curvas de crecimiento de un solo paso.

Estudiar la capacidad de replicacion de los bacteriofagos aislados (Burst Size)

Identificar a nivel molecular si los bacteriéfagos aislados pertenecen a la

familia Myoviridae con el uso de PCR convencional y corrida electroforética.

8. Identificar a nivel molecular si los bacteridfagos aislados pertenecen a la
familia Podoviridae con el uso de PCR convencional y corrida electroforética.

9. Tipificar por medio de RAPD-PCR por el uso del primer degenerado los
bacteriéfagos seleccionados.

10. Elaborar un dendograma con el uso de un Software especifico para evidenciar

la tipificacion de los bacteriofagos seleccionados.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO
2.1 PROBLEMA DE LAS INFECCIONES NOSOCOMIALES
Se define como infeccion nosocomiales o interhospitalarias a aquellas
infecciones que se adquieren dentro de un hospital presentando
sintomatologia durante el periodo de internamiento o puede presentarse luego
de él. Este no es el Unico problema ya que este puede convertirse en un
problema de salud publica, esto se debe a que no solo el paciente es el
afectado sino también su familia, el personal de salud e incluso la
infraestructura hospitalaria con la que se esta expuesto.

Desde el 2005 nuestro pais viene realizando la vigilancia epidemioldgica de
las infecciones intrahospitalarias, la cual tiene como caracteristica de ser
activa, selectiva y focalizada; situacion que limita el conocimiento de la
magnitud del problema en nuestro pais. Actualmente se vigila trece tipos de
infecciones intrahospitalarias los cuales estan focalizados en cinco servicios

de hospitalizacion.

Existen diversas bacterias que son consideradas como agentes nosocomiales,
los mas comunes son Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae algunas especies de los
géneros Enterobacter, Enterococcus,” Acinetobacter baumannii que en los
Gltimos afios esta bacteria va adquiriendo importancia a nivel clinico, en

especial en las unidades de cuidados intensivos.

2.2 IDENTIFICACION Y TAXONOMIA DE Acinetobacter
Las bacterias del género Acinetobacter son bacilos o cocobacilos gram

negativos, muchas veces dispuestos en parejas. No fermentan la glucosa y son
aerobios estrictos, inmoviles, catalasa positivos y oxidasa negativos. Crecen
bien en todos los medios de cultivo de rutina, siendo su temperatura éptima
de crecimiento de 33 a 35°C. Actualmente se pueden distinguir 17

genoespecies, sin embargo A. baumannii es la mas frecuentemente aislada y
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a la vez la que tiene mayor importancia clinica, de acuerdo a la utilizacion de
6 tipos de fuentes de carbono (levulinato, citraconato, L-fenilacetato,
Lfenilalanina,4-hidroxibenzoato y L-tartrato), se pueden definir 19 biotipos
de A.baumannii de aqui que los grupos de A. calcoaceticus y A. baumanii
tienen la capacidad de crecer a 44°C ademés de poseer las mismas
caracteristicas bioquimicas® por lo que resulta muy dificil discernir entre este

complejo.

2.3 IMPORTANCIA CLINICA DE Acinietobacter baumannii
La mayoria de las especies del género Acinetobacter son microorganismos

que se encuentran en el ambiente (agua, plantas, vegetales, suelo) e incluso en
la microbiota normal de la piel humana. Sin embargo, A. baumannii no es un
microorganismo ubicuo y no se observa con frecuencia en la naturaleza, ni
como colonizador en la comunidad. Por el contrario, esta bacteria coloniza e
infecta pacientes hospitalizados en estado critico o francamente debilitados
siendo asi una bacteria comin en unidades de cuidado intensivo (UCI) y
unidades de gquemados, siendo el microorganismo mas frecuente en muchos
hospitales, aislandose principalmente de muestras respiratorias y durante

epidemias; la incidencia de colonizacién fecal es de mas del 40%.*°

Existen distintos factores que predisponen a los pacientes a sufrir de una
infeccion severa por A.baumannii, como es el caso de factores de riesgo del
paciente (inmunosupresion, cirugias mayores, quemaduras, edad avanzada) y
la de factores externos como exposicion a equipamiento médico
contaminado, uso de dispositivos intravasculares, catéter arterial, catéter
urinarios, sonda vesical, presencia de sonda gastrica o endotraqueal y tipo de
equipo respiratorio pueden aumentar el riesgo de neumonia o colonizacion

del tracto respiratorio inferior.°
Un estudio realizado en unidades de cuidado intensivo reveld que después de

199 interacciones entre personal de la salud y pacientes colonizados o

infectados con A. baumannii multirresistente, 38,7 % de los guantes o batas
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del personal de la salud resultaron contaminados y 4,5 % de ellos presentaron
contaminacion en sus manos después de la remocion de los guantes

desechables.’

En el caso de aislamientos de infraestructura hospitalaria se puede encontrar
con mayor frecuencia en ventiladores hospitalarios, equipos de aspiracion,
colchones, almohadas, humidificadores, contenedores de agua destilada,
dispensadores de jabon, y nebulizadores siendo un principal reservorio

ocasionando asf las infecciones intrahospitalarias.®

2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE A. baumanii
La resistencia bacteriana es un fenémeno creciente que se ve reflejado por el

uso indiscriminado e irresponsable de los antibiéticos, desde el principio de la
era antibiotica los fendmenos de resistencia a estas sustancias han sido
descritos. Cabe destacar la importancia inicial de cepas de Staphylococcus
aureus capaces de degradar la penicilina y la posterior aparicién de esta
misma bacteria con resistencia a la meticilina. Inicialmente el problema fue
resuelto con el descubrimiento o sintesis de nuevas sustancias que eran
capaces de controlar las bacterias con este fenémeno, y aparecen
medicamentos como los aminoglucésidos, macrélidos, glicopéptidos, entre
otros. Sin embargo, esto no es suficiente y cada vez aparecen nuevos
mecanismos que son dificiles de controlar por estos medicamentos. Se ha
encontrado que la prevalencia de organismos patdgenos humanos resistentes
a los antibidticos es cada vez mayor, pero el descubrimiento y desarrollo de
nuevos antibidticos que controlen éstos es mucho mas lento.® Es asi que se
pueden clasificar entre bacterias Multidrogo resistentes (MDR),
Extremodrogo resistentes (XDR), Pandrogo resistentes (PDR) al realizar la

suceptibilidad antimicrobiana.

Las bacterias multidrogo resistentes (MDR) pueden definirse como aquellas
gue presentan resistencia a mas de un grupo de antibidticos, estas cepas

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

bacterianas son de importancia para la salud pablica debido a la resistencia a

més de un agente antimicrobiano.™®

Las bacterias extremodrogo resistente (XDR) son epidemioldgicamente
importante debido no s6lo a su resistencia a mdltiples agentes
antimicrobianos, sino también a su sombria probabilidad de ser resistente a

todos, o casi todos, aprobado agentes antimicrobianos.™

Las bacterias Pandrogo resistente (PDR) se definen como aquellas que
presentan resistencia a todos los agentes antimicrobianos.

Un tipo mas especifico de clasificacion de rangos de resistencias es el que se
puede considerar un microorganismo MDR cuando este presenta resistencia a
3 familias 0 mas, es decir todas las penicilinas, cefalosporinas, quinolonas y
aminoglucosidos. Si ademas presentan resistencia a los carbapenémicos se
consideran como XDR, y si llegase a tener resistencia al grupo de colistina y

tigeciclinas se denominan PDR.*

En general se han encontrado varios casos de aislamiento de A. baumannii en
el que este microorganismo tiende a presentar rapidamente resistencia a
multiples antibidticos, generando asi la dificultad de tratar de forma adecuada
y eficaz a los pacientes. Los mecanismos de resistencia contemplan
alteraciones de las proteinas ligadoras de penicilina (PBP), disminucion de la
permeabilidad de la membrana externa, mutaciones de los sitios blanco e

inactivacion por enzimas modificantes.*®

2.5 VISTA GLOBAL DE A. baumannii
Colocando en el buscador del National Center for Biotechnology Information

“NCBI” las palabras MDR Acinetobacter baumannii se puede obtener 576
resultados de bisqueda,** sobre el estudio de estas cepas, mecanismos de
resistencia, tratamientos con medicamentos y en su mayoria sobre brotes
nosocomiales, al realizar una busqueda mas precisa con el término MDR
Acinetobacter baumannii South America se obtienen 6 publicaciones.*
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A. baumannii se perfila como una de las causas de numerosos brotes globales,
que muestra cada vez mayores tasas de resistencia. Hay informes de cepas A.
baumannii MDR en los hospitales de Europa, América del Norte, Argentina,
Chile, Colombia, Brasil, China, Taiwan, Hong Kong, Japén, Corea y de
zonas remotas, como Tahiti, en el Pacifico Sur. Estas cepas resistentes a
maltiples farmacos, a menudo, se propagan para causar brotes a lo largo de
ciudades enteras, paises, y continentes. De acuerdo a reportes se encontré que
la resistencia de este germen presenta resistencia a carbapenémicos,
ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, siendo una de las mas elevadas en
todo el mundo, incluso mayor que lo reportado en Europa o Estados
Unidos."

En el caso de Colombia, se realizé un estudio donde evaluaban la mortalidad
que existe entre pacientes portadores de A.baumannii sensible frente a otro
grupo de A.baumannii MDR en la UCI de ese hospital. La evaluacion se
realizd a 165 pacientes entre abril del 2006 y abril del 2010, de este nimero
se determinG que los aislamientos encontrados corresponden a 62 sensibles
mientras que 103 son MDR, determinaron que la tasa de mortalidad era mas
alta de los aislamientos MDR.?°

2.6 A. baumannii EN EL PERU
De acuerdo a un estudio realizado en el Hospital Guillermo Almenara

Irigoyen en Lima entre los afios 2004 y 2006, se obtuvo como resultado que
la bacteria Acinetobacter spp. adquirio resistencia al grupo de antibidticos
carbapenem de un 40 % entre este periodo de tiempo, es decir incremento un
50% entre el 2004 con 13.2% a 20.2% al 2006.

Este germen ocupa la tercera posicion de los gérmenes aislados (10,3%) en la
UCI, por otro lado también ocup0 el tercer lugar de ser uno de los patdégenos
mas frecuentemente aislados en vias respiratorias (16,4%) y uno de los mas
importantes al tener una resistencia creciente tanto a los antibidticos
tradicionales como los de nueva generacién. Convirtiéndose en una bacteria
de gran importancia en cuestion a su impacto clinico y econémico en este

nosocomio.*®
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En el mismo Hospital se hizo nuevamente una evaluacion para ver la
prevalencia y suceptibilidad entre los afios 2009 y 2010, registrando un 73%
de aislamientos MDR, y un 55% de aislamientos PDR®

Tabla 1. Bacterias aisladas de pacientes de la UCI
periodo 2004 - 2006

Frecuencia Total Total 2004 2005 2006

o a N n n n
(%) por especie 1322 490 426 406
S.aurcus 242 237 235 254
P. aeruginosa 14.8 159 15.0 13.5
Acinetobacter spp 10.3 6.7 108 135

S. epidermidis 9.9 106 110 8.1

K pneumoniae 83 86 94 7.1

E. faecalis

2.6 22 28 29
E. faccium 3.0 2.7 39 2.5
E. coli 9.2 108 73 9.6
Otros 19,1 188 21,2 17.4

Fuente: “Resistencia bacteriana en cuidados intensivos y tendencia actual: Departamento de
Cuidados Criticos, Servicio de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Guillermo

Almenara Irigoyen, Essalud, Lima, Per(, 2004-2006. Paz E, et all”

De acuerdo a un informe realizado por el Instituto Nacional de Salud sobre la
resistencia antimicrobiana en Hospitales de Pertd en el 2006 se determind que
Acinetobacter spp fue el tercer microorganimos aislado en las UCI, ademas de ser
parte de las enterobacterias aisladas a mayores de 10 afios representando un 31%
junto a E.coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter, todas estas relacionadas a
infecciones urinarias o infecciones de torrente sanguineo.?

Asi mismo se realizd un estudio en el Hospital Nacional Cayetano Heredia entre
enero del 2010 y octubre del 2012, este es un hospital publico que cuenta con 423
camas y aproximadamente con 17673 egresos hospitalarios anuales en promedio.
Aqui se reportaron 222 casos de Infecciones interhospitalarias donde el 37.4%

ocurrid en la UCI, encontrando que Acinetobacter spp. fue el agente mas aislado con
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el 29.3% en el area de UCI de medicina y quirdrgicos, mientras que ocupo el
segundo lugar como agente asociado a casos de neumonia asociada a respirador
mecanico con 29.2% y en infecciones de tracto urinario asociado a catéter

permanente en la UCI de emergencia se present6 con 7.7%.°

En Julio del 2015 se presentdé un brote en la ciudad de Chiclayo dejando como
consecuencia 176 muertos por esta bacteria, esto sucedié en el hospital Almanzor
Aguinaga Asenjo que entre los meses de enero y junio en 112 pacientes que se
encontraban internados en la UCI de este hospital, 59 pacientes perdieron la vida en

el Hospital Regional de Lambayeque y 2 personas en el Hospital de las Mercedes.?

2.7 FAGOTERAPIA

Los bacteriéfagos o también conocidos como fagos son virus especificos para las
células bacterianas en el caso que estos fagos sean de tipo litico de replicacion
terminan por lisar a su hospedero; de esta forma se puede tratar a estas bacterias que

son resistentes o no a las drogas convencionales. %

Durante los Gltimos afios se ha ido estudiando con mayor intensidad este tema, ya
que como se vio anteriormente las bacterias estdn adquiriendo rapidamente
resistencia a los farmacos. En la actualidad existen institutos donde se utiliza esta
técnica en muchas bacterias, como es el caso del Instituto Pasteur (Francia), Eliava
Institute (Georgia) y Eli Lilly and Company sin embargo no es un tema nuevo, ya
que los primeros reportes como fagoterapia propiamente dicho son aproximadamente
desde 1930 donde fue desarrollado en el Instituto Pasteur, y se difundié por Europa y
la Uni6n Soviética hasta la aparicién de la Penicilina por Alexander Fleming (1928)
que realizaba su investigacion en aquellos afios, de tal manera que la industria

farmacéutica decidi6 quedarse con este método.*

Los primeros hallazgos de este tipo de virus fueron en 1896 por el bacteridlogo
Ingles Ernest Hankin reportd la actividad de un marcador antibacterial cuando
trabajo con Vibrio cholerae que el observd en el agua de unos rios en la India
[laméandolo como una sustancia indefinida, dos afios mas tarde en 1898 el

bacteriélogo ruso Gamaleya observé un fenémeno similar al trabajar con Bacillus
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subtilis, 20 afios mas tarde en 1915 el bidlogo inglés Fedrick Twort publicd su
primera observacion sobre un agente bacterial lisogénico transmisible para
Staphylococcus por distintas razones incluido temas de financiamiento no pudo

continuar con su investigacion.?

En 1917 el microbidlogo franco-canadiense Felix d"Herelle descubri6 un antagonista
invisible para un patdgeno que causaba disenteria, la historia comienza con un brote
de disenteria hemorragica en unas tropas militares en la periferia de Paris siendo el
encargado del estudio, aqui tomaba muestras fecales de los pacientes y las mezclaba
con aislamientos de Shigella; una parte de esta mezcla la colocé en agar para poder
observar el crecimiento de la bacteria, en estas placas d"Herelle observo la presencia
de zonas limpias llamandolas “manchas” (Taches), para luego nombrarlas como en la
actualidad se denominan a estas zonas “calvas”(Plaques). A diferencia de Hankin y
Twort, d"Herelle tuvo la duda sobre la aparicion de estas areas proponiendo que esto
se debia por la presencia de unos virus capaces de parasitar a las bacterias, luego de
un tiempo llamo a estos virus como BACTERIOFAGOS que significa “devorador de
bacteria”, continuando con su investigacion propuso que se trataban de virus vivos y
no de simples enzimas ademas de utilizarlos como fagoterapia en su estudio de la

disenterfa, 242

Para el afio de 1921 Bruynoghe y Maisin usaron los bacteri6fagos para poder
eliminar Staphylococcus; entre los afos de 1920 y 1940 se realizaron estudios sobre
fagoterapia, sin embargo con la aparicion de la penicilina y otros medicamentos que
de amplio espectro se discontinuaron las investigaciones sobre este tema menos en

Rusia y Polonia.?*

La fagoterapia tiene muchas aplicaciones como por ejemplo en el area de la
acuicultura  se utilizaron bacteri6fagos como reguladores de septicemia por
Aeromonas, Streptococcus, Vibrio, en diversas especies marinas.>’En el caso de la
industria alimentaria se llegan a usar los fagos como tratamiento de variedades
entéricas de Salmonella o el caso de infecciones respiratorias en el ganado y aves de
corral .? Se ha utilizado bacteriéfagos en forma de coctel que podian reducir la

incidencia de Salmonella en productos a base de carne de pollos (canal y piel).?*
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En el caso de la agricultura existe una empresa llamada AGRIPHAGE, que se
encarga de controlar eficazmente bacterias que son dafiinas en las plantas como por
ejemplo manchas en los tomates y chiles, esta empresa se encarga de que este
producto sea completamente seguro y no toxico para las plantas, animales, seres
humanos.*® Algunas investigaciones han obtenido resultados interesantes en el
andlisis de los fagos como medio de control bioldgico de enfermedades vegetales.
Por ejemplo, se encontrd en el tratamiento de la Xanthomonas campestris en tomate
y pimiento, y también son abundantes los estudios relacionados con el “Canker of
Kiwifruit” causadas por la bacteria Pseudomonas syringae actinidiae. Estos estudios
son de especial relevancia por las grandes pérdidas econémicas que las enfermedades

indicadas producen en estos cultivos.*

Como anteriormente se menciond, la fagoterapia para el uso humano, se viene
desarrollando ya desde hace muchas décadas para tratar distintos microorganismos,
en el Instituto Pasteur hasta 1974 se produjo preparaciones de fagos contra
Pseudomonas, Staphylococcus, E. coli y Serratia causantes de infecciones en la piel,
septicemia, osteomielitis, infecciones por heridas, de tracto urinario, oido medio y
senon nasales.***® En la actualidad en Rusia, se preparan muestras polivalentes de
fagos anti-disenteria, anti-Salmonella, anti-coli-proteus, anti-Staphylococcus, anti-

Pseudomonas aeruginosa, anti-Klebsiella pneumoniae y anti-Streptococcus.*

2.8 TAXONOMIA DE LOS BACTERIOFAGOS
Para que un bacteri6fago sea caracterizado primero se basa en su rango hospedero,

en sus propiedades fisicas como es el tamafio de capside, forma, resistencia a
solventes organicos, estructura, tamafio del genoma, si es cadena simple o doble de
(ADN o ARN). De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), requiere que los bacteriéfagos sean visualizados por un microscopio
electrénico y la morfologia de la capside.®® El tamafio del genoma varia entre 4kb y
600kb. Generalmente las familias virales son descritas de acuerdo a la naturaleza del
acido nucleico y su morfologia.

En el 2014 segln el sistema del ICTV se establecieron 7 ordenes: Caudovirales (3
familias), Herpesvirales (3familias), Legamenvirales (3familias), Mononegavirales
(3familias), Nidovirales (3familias), Picornavirales (3familias) y Tymovirales
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(3familias) Los fagos con cola constituyen en gran grupo que pertenece al orden de

los Caudovirales, que consiste en tres familias filogenéticamente relacionadas, es

decir que de acuerdo a su tamario y la contractibilidad de la cola ; estas familias son:

Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae.®” Ackermann pudo clasificar a los

bacteriéfagos del orden de los Caudovirales de acuerdo a la siguiente tabla®:

Tabla 2: Familia de fagos, clasificacion y propiedades bésicas

Shape Mucleic ackd Wirns groap Farticulars Example
Tanled DMNA, 2L Mymsiriciee Lail contracule T4
Siphovirideoe Lail Tong, noncontractile .
Podenaridae Lail shorl T7
Polyhedral DAL 1L C Microviridae COMEPICUON S Capsomers HX1T4
LOUS Coricaviridiae comples capsid, lipids FHi2
2L Tectiviridae tnner lipad vesicle, pseudotal PRI
2L SHL gl'uupr‘ it Tipid vesicle SH1
Lc STV group® Lurret-shped proisions ATIV
RMNA, 1L Levivividae poliowros-like W=2
2 L.sep  Cystoviridae envelope, lipids i
Filamenious  DNAL L C Tnewvivicloe i long likments il
h. short rods MYLI
L Lipothrivviridae  envelope, lipids TTVI
2L Rudiviridae ThV-like SIRY-1
Pleomomphic DNA, 2, CL 5 Plaommvinidas cnvelope, lipids, no capsid L2
LOCLE Fuselloviridae simi, lemon-shaped S8V
LS Salterprovirus same, lemon-shaped Hi=l
LCUs Cruittaviridoe droplet-shaped SNDW
2L Amprillavividae®  bottle-shaped ARV
o Bicoudaviridae®  two-tailed. growih cyele ATV
2L Crlofwlenviridae™  pararmy xovins-like PSv

C Cipcular; L linear; § superhelical: seg segmented; § single-sturanded; 2 double-stranded

*Awvaiting classification

Fuente: Hans-W. Ackermann, Revision general de la biologia de los fagos.
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Figura 1: Morfotipos basicos de los bacteriofagos

Fuente: Hans-W. Ackermann, Revision general de la biologia de los fagos.

En la actualidad se puede estimar que la biosfera estd compuesta por
aproximadamente 10% bacteriofagos, siendo los principales entes de regulacion
biolégico en todo nuestro planeta, desafortunadamente menos del 1% de la
interaccion bacteri6fago — hospedero ha podido ser identificado, haciéndolo un gran

desafio.*®

2.8.1 FAGOS CON COLA

Los fagos con cola pertenecen a un gran grupo de virus bacteriales, estos poseen una
cabeza llamada capside con una simetria cubica y una cola helicoidal. Las cabezas
son icosaédricas o alargadas, las proteinas de las capsides son organizadas en
capsomeros de 5 o 6 unidades proteicas con la finalidad de proteger el genoma. El
genoma son los codigos de &cidos nucleicos para las enzimas y proteinas necesarias
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para replicarse por si mismos, pueden ser ADN o ARN, lineal o circular, de cadena
simple o doble. Las colas de los bacteriéfagos son helicoidales o contienen discos
apilados que a menudo tienen estructuras terminales tales como placa basal cuya
principal funcién es penetrar en la pared bacteriana permitiendo asi inyectar el
genoma, fibras proteicas, puntos de anclaje o espiculas hacen que el bacteriéfago se
fije en la superficie de la bacteria hospedera.***® Las colas tienen dimensiones fijas,
son proteinas en la naturaleza y estan compuestos de subunidades que forman estrias

transversales.>®

Capsida (Cabeza)

Cuello

Cola

SHEA Fibras
Placa Basal /\ ,' ‘ Proteicas
N—% \
\/ Y
/
/ Puntos de

Anclaje

Figura 2. Morfologia béasica de un bacteriofago.*

La composicion de ADN de doble cadena de los fagos de cola es por lo general un
reflejo de su huésped bacteriano aunque algunos ADN, tales como los de colifago

T4, contienen bases inusuales, por ejemplo, 5-hidroximetilcitosina.*

Los fagos con cola son considerados como los mas diversos y extensos dentro de
todos los grupos virales porque sus propiedades son altamente de alto alcance.
Algunas de estas diferencias incluyen el contenido de ADN y la composicion, el
rango hospedero, la fisiologia, la serologia y la naturaleza de las proteinas
constitutivas.®*® A pesar de estas diferencias, las propiedades morfoldgicas,
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fisiologicas y fisicogquimicas revelan que esta clase de fagos forman un grupo

evolutivo monofilético.

Las tres familias, Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae conforman los fagos de
cola. Esta distribucion se basa en las diferencias en la estructura de la cola.
Myoviridae poseen colas contractiles que consisten en una funda y el tubo central de
simetria helicoidal entre 16 y 20nm, poseen capsides méas grandes entre 50 y 110 nm,
que ademas la utilizan para inyectar el ADN en la célula huésped; contienen mas
ADN lineal en comparacion con sus homologos entre 33.6 y 170 kb de longitud.
Siphoviridae representan alrededor del 61% de los fagos de cola, se caracterizan por
sus cabezas sin envoltura de la capside y colas largas no contractiles, las cabezas por
lo general tienen un didmetro de 60nm es de doble cadena y de ADN lineal que esta
aproximadamente entre los 50kb. Por ultimo los Podoviridaes son fagos con una
cabeza de aproximadamente 60kb y colas no contractiles y cortas con una longitud
méaxima de 17nm; su genoma es de doble cadena lineal de aproximadamente 40 a
42kb de longitud.®®

Figura 3. A) Familia Myoviridae, B) Familia Siphoviridae
C) Familia Podoviridae.

Fuente: Bacterial viruses targeting multiresistant Klebsiella pneumoniae

and Escherichia coli. Harold Eriksson — Stockholm Univeristy.
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Figura 4. Microscopia Electronica de Transferencia,
Bacteriofago T4 familia Myoviridae.

Fuente: Travaux académiques mutualisées (TraAM) : la microscopie électronique

Figura 5. Microscopia Electrdnica de Transferencia,
Bacteriofago T7 de la familia Podoviridae.

Fuente: Genome, Proteome and Structure of a T7-Like Bacteriophage of the Kiwifruit
Canker Phytopathogen Pseudomonas syringae pv. Actinidiae
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Figura 6. Microscopia Electronica de Transferencia,
Bacteriofago A de la familia Siphoviridae.

Fuente: https://www.tes.com/lessons/pjEqllvb94vtWg/classificazione-dei-viventi

2.9 CICLO DE VIDA DE LOS BACTERIOFAGOS.

La capacidad mas fascinante y util de los fagos es poder replicarse a si mismos con la
ayuda de la bacteria hospedera. El fago inicial no necesita ser repuesto, como en la

terapia antibiotica, por presentar un efecto bactericida que persiste.

Al igual que otros virus, los fagos son paréasitos celulares. Ellos llevan el ADN

necesario para replicarse a si mismos, pero no lo puede hacer sin un huésped.

Lo primero que debe realizar el fago, es reconocer a la bacteria que sera capaz de
infectar. Los bacteri6fagos muestran en su superficie ligandos (proteinas de
superficie, lipidos y carbohidratos) que son especificos a receptores ubicados en la
superficie de sus objetivos, esto varia entre bacterias gram-positivas y gram
negativas. Posteriormente, tienen 2 métodos de reproduccion dentro de estas células
huésped; ciclo liségenico también conocido como templado o el ciclo virulento

también llamado como ciclo litico ya que su progenie termina por romper la
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membrana de la célula hospedera, siendo estos los mas utilizados para realizar la

fagoterapia.**

Por otro lado los fagos de ciclo lisogénico poseen los dos ciclos, ellos tiene la
habilidad de someterse a lisis en su célula huésped, por lo que su progenie es liberada
en el ambiente, sin embargo sus genes liticos son suprimidos mientras que los

lisogénicos son replicados en el ADN del hospedero.*

Las bacterias han desarrollado mecanismos para evitar o sobrevivir al ataque de los
bacteriéfagos en las distintas etapas del ciclo de vida de los fagos. La interaccion
entra la bacteria y el fago puede ser prevenida por mutaciones en los receptores del
fago o secreciones de la capsula o de la membrana celular. Si es posible la adsorcién
del fago, la trasferencia de los acidos nucleicos es bloqueada.*® Ademéas emplean
mecanismos de sobrevivencia cuando la transferencia de los &cidos nucleicos de los
fagos ocurre, diferentes fases del desarrollo intracelular pueden ser eliminados si es
que el hospedero reconoce el material genético que es transferido por el fago por

medio de enzimas de restriccion.*’

Al igual que las bacterias los bacteriofagos también han desarrollado técnicas para
poder superar los mecanismos de resistencia bacteriana, una de ellas es la mutacion
en la que puede cambiar la especificidad de adsorcién y las modificaciones del
control del hospedero que le permite mejorar la propagacion en las células

especificas.*®

2.9.1 CICLO LITICO DE LOS BACTERIOFAGOS

El reproducirse o generar copias de si mismo es la Gnica funcidn que comparten los
bacteriéfagos con los seres vivos, necesitando utilizar la materia, energia y la
maquinaria de la célula hospedera, por lo que se les considera como parasitos

obligados. El ciclo litico esta conformado por cinco etapas.
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Figura 7. Esquema Fago Yy bacteria

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html
2.9.1.1 ADSORCION

El ciclo de replicacion de los bacteri6fagos depende de este primer paso, en el que
los viriones encuentran el punto de anclaje en la membrana celular de su hospedero
utilizando la placa basal que posee algunas enzimas que ayudan a debilitar la
membrana celular y sus fibras proteicas seguido al anclaje ocurre la transferencia del
ADN.* Algunos de estos fagos son capaces de infectar a mas de una sola especie de

bacterias.™

La infeccion dentro de la célula bacteriana es iniciada por la union de moléculas
especificas de la superficie o el uso de las fibras que forman la estructura de
adsorcion. Los sitios de union varian de acuerdo al tipo de bacteria especifica, es
decir si estas son gram positivas o gram negativas, en el caso de las Ultimas
mencionadas los oligosacaridos, lipopolisacaridos y casi cualquier clase de proteina
puede servir como receptores. El rango y la eficiencia de adsorcion varia entre cada
sistema fago — hospedero. Estos parametros son influenciados por factores externos y
las condiciones fisiolégicas del hospedero. Cofactores como Ca*?, Mg*?, cationes

divalentes o azlcares pueden ser requeridos para que ocurra exitosamente la union.
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Figura 8. Etapa de Adsorcidn sistema Fago — Hospedero.

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html
2.9.1.2 INYECCION DEL MATERIAL GENETICO

Luego de la adsorcion, es turno de la transferencia del genoma del fago. El
mecanismo es especifico para los diferentes fagos, sin embargo, un rasgo comin de
casi todos los fagos es que sus capsides y las colas se mantienen fuera de la célula,
mientras que solo el genoma se transfiere al citoplasma. Esto esta en contraste a lo
que ocurre en la mayoria de los virus de eucariotas, donde el virus se fusiona con la

membrana plasmética de hospedero cuando se entrega el genoma.*

En general, la punta de la cola penetra en la capa de peptidoglicano y la membrana
interna para liberar el ADN en la célula. EI genoma viral tipico es de
aproximadamente 10 micras de largo y su transferencia desde el exterior al interior

de la célula toma una cantidad de tiempo variable, desde segundos a minutos.*®

Figura 9. Esquema de inyeccion del material genético del fago a la bacteria.

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html
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2.9.1.3 REPLICACION DEL MATERIAL GENETICO VIRAL (PDERIODO
DEECLIPSE)

Este paso en el ciclo litico implica la produccién de componentes virales. Esto se
logra utilizando las enzimas de la célula huésped tales como ADN polimerasa y ARN
polimerasa, los aminoacidos, los ribosomas, y los nucle6tidos para sintetizar acido

nucleico viral y proteinas.**

La ARN polimerasa del huésped reconoce promotores fuertes de fagos que resulta en
la transcripcion de genes tempranos inmediatos. Un grupo de genes medio es
entonces por lo general transcrito, y los productos de este son responsables de la
sintesis de ADN de fago. Posteriormente, se producen los genes tardios que codifican

las diferentes partes de la particula de fago.

Para reprogramar la célula huésped y poder sintetizar fagos progenie, se emplean
ciertos mecanismos. Estos incluyen la degradacion del ADN del huésped y la
inhibicion de la traduccion de mMRNA de acogida, algunos fagos producen proteinas
de unién al ADN para reprogramar el ARN polimerasa del anfitrion, mientras que
otros codifican sus propios ARN polimerasas, que son mucho méas pequefios y de

movimiento més rapido que los que pertenecen a las bacterias.™

E
# AKTs @E @

Figura 10. Interrupcion del Virus en el mecanismo bacteriano

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html

2.9.1.4 ENSAMBLAJE

Diversos componentes de fagos se ensamblan para producir viriones completos. El
acido nucleico se empaqueta en procapsides que son envolturas proteicas
icosaédricas. EI ADN es empaquetado en la cabeza después de lo cual esta ligado a
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estructuras de cola premontadas para formar entidades infecciosas. La cabeza se
expande y se gana estabilidad antes de o durante el empaquetado de ADN, para dar
cabida a la molécula de ADN de longitud. La estabilidad también permite la rapida

salida de ADN cuando se inicia la infeccion. >
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Figura 11. Formacion de los nuevos viriones.

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html
2.9.1.5 LISIS Y LIBERACION

La lisis bacteriana es la ultima etapa en el ciclo de vida litico. La liberacion de la
progenie en el medio ambiente para la mayoria de los fagos sélo puede lograrse una
vez cuando la envoltura células es interrumpida. Los fagos liticos codifican y
contienen una enzima, conocida como una endolisina que degrada el peptidoglicano
bacteriano. ** Esta enzima no es el Gnico contribuyente a la lisis, las endolisinas
necesitan un segundo factor de lisis, una proteina de la membrana del fago codificada
llamado holina. El sistema holina-endolisina es esencial para la lisis del anfitrion.>

Figura 12. Lisis bacteriana, liberacion de los Viriones.

Fuente: http://www.microbiologybook.org/Spanish/chapter7.html
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Bacteria ( )

Lisis y liberacion
de las
particulas virales

Sintesis de enzimas virales y
replicacion del material genético viral

Sintesis de las cubiertas proteicas y
encapcidacion del material genético viral

Figura 13.Diagrama del Ciclo Litico de los Bacteriofagos

Fuente: Biologia Médica, Seminarios de Biologia celular y Molecular - USMP

2.9.2 CICLO LISOGENICO DE LOS BACTERIOFAGOS.

En el ciclo de vida lisogénico, el material genético viral se incorpora en el ADN
bacteriano. Esto se conoce como el profago o estado proviral siendo un precursor no
infeccioso. Un virus puede permanecer en este estado latente y se replica con el ADN
del huésped. Las bacterias que albergan profagos se conocen como liségenos.**

La mayor parte de la progenie de una bacteria lisogénica puede ser inducida a
producir el fago por medio de la irradiacién con U.V. o tratamiento con otros
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factores inductores. Se denomina temperados a los bacteriofagos capaces de existir
en forma de profago en el interior de una bacteria hospedera. Después de que el
profago ha sido inducido por irradiacién, ocurre un breve periodo de eclipse en el
cual no se puede detectar la presencia del fago dentro de la bacteria. Sin embargo, es
posible detectar la aparicion de proteinas y acido nucleico especificos del fago; estos
elementos seran ensamblados para formar los nuevos fagos maduros poco antes de
que ocurra la lisis de la bacteria hospedera. Las bacterias infectadas por fagos
temperados contintan dividiéndose por varias generaciones y son inmunes o0
resistentes a ser superinfectadas por el mismo tipo de fago que albergan o por otros
fagos pertenecientes a clases emparentadas con el fago temperado original. Estas
bacterias contienen cuando menos una copia integra del genoma del fago. Las
bacterias infectadas por fagos temperados portan la informacién genética
correspondiente al fago, a través de mdltiples divisiones bacterianas, o sea, el
genoma del fago es replicado al mismo tiempo que ocurre la replicacién del genoma
bacteriano; este hecho hace posible que la bacteria original pueda heredar el fago

temperado a la subsecuente progenie bacteriana. >

wral = ADN bacteriano Replicacién
viral y lisis
/- separacion

ocasionaldel

profago

=2

bacteria con profago
se replica
Profago /

ADN inserto en genoma bactenano

Figura 14.Diagrama del Ciclo lisogénico de los Bacteriofagos.

Fuente: Biologia Médica, Seminarios de Biologia celular y Molecular - USMP
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2.10 AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS A PARTIR DE MUESTRAS
AMBIENTALES.
Los bacteriéfagos son el tipo de entidad mas abundante en la tierra, ellos pueden ser

encontrados en una gran variedad en el medio ambiente, plantas y animales. La
mejor fuente para encontrar un fago, es el buscar el lugar en el que su hospedero
especifico se encuentre en cantidades abundantes. Es decir que aquellos fagos que
infectan la flora intestinal de los humanos, las aguas residuales municipales son una
excelente fuente; o para los ciandfagos el agua de mar. Los fagos pueden ser
facilmente aislados a partir de varias fuentes. Antes de iniciar el aislamiento de un
fago, su huésped bacteriano necesita estar aislado y crecido en cultivo puro. Durante
el aislamiento de fagos, es mejor utilizar bacterias huésped en la fase de crecimiento
exponencial, aunque también aparecen algunos fagos capaces de propagarse en
bacterias en la fase de crecimiento estacionario.”® Ademas para favorecer a la
replicacion de los bacteriéfagos se deben tener en cuenta las condiciones dptimas
(medio, nivel de oxigeno, temperatura, tiempo de incubacion, etc.) para el

crecimiento del hospedero.

2.10.1 AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS DE FUENTES
AMBIENTALES POR SELECCION DIRECTA DE PLACA.

En el caso de fuentes liquidas, se realizan diluciones seriadas de la muestra estas son
plaqueadas o inoculadas en césped bacteriano del huésped deseado. En el caso de
muestras sélidas, primero se necesita mezclar la muestra con medio de crecimiento o
una solucién tampdn, se deja reposar por unas horas a temperatura ambiente antes de
realizar las diluciones seriadas para luego ser plagueadas o inoculadas en el césped
bacteriano, en el caso que la muestra contenga mucha cantidad de bacterias o
residuos estas pueden ser purificadas antes del plaqueo.

En el caso que la muestra contenga suficiente cantidad de bacteriofagos liticos para
su hospedero especifico se formaran halos transparentes en las placas o también

conocidas como “CALVAS”.>’

Como se sabe, cuando una particula de fago se encuentra con una bacteria permisiva,
infectard y después lisar con la liberacion de particulas de bacteriofagos recién

formados. Cuando unos 100-500 fagos se mezclan con aproximadamente 10° células
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bacterianas apoyaran la propagacion del fago y se vierte en una capa de agar blando
en la superficie de un medio sélido para apoyar el crecimiento bacteriano, las
bacterias no infectadas reanudaran su crecimiento hasta finalmente llegar a la fase
estacionaria, formando una suave capa opaca o el césped en la superposicion. Las
particulas de fago pronto entran en contacto con las bacterias que infectaran. El fago
progenie de cada bacteria infectada, infectara a las bacterias vecinas, y el ciclo litico
se repetird varias veces resultando en una zona de crecimiento de la lisis, lleno de
fago liberados, que finalmente se hace visible para el ojo humano como un halo o

“Calva".

El crecimiento de la calva esta limitada por la difusion lenta del fago en el medio
semisolido y agar blando, esto se debe a que en la mayoria de los casos las células
hospederas soportan al fago en su crecimiento sélo en la medida en que metabolizan
de forma activa, por lo que cuando el crecimiento celular se detiene, También el

crecimiento del fago terminara.

El tamafio de la calva se determina principalmente por la naturaleza y el tamafio del
fago, el grosor de las capas de agar inferior y superior, la concentracion de agar en la
parte superior de la capa (y velocidad de difusion resultante), tipo de medio, placas,
densidad celular, distribucion de veces de adsorcion, y el Burst Size. Una produccion
de alrededor de 10-15 de fagos por célula infectada es generalmente suficiente para

la formacion de calva.>®

Cada particula de fago que da lugar a una calva se denomina una unidad formadora
de calva (Plaque Form Unit PFU). El nimero de PFU en un volumen dado de la
muestra da la concentracion de fago viable o titulo. Sin embargo, esto no es
necesariamente una estimacion precisa de la cantidad absoluta de particulas de fagos
presentes. La capacidad de formacion de placas de fagos pueden diferir
drasticamente en diversas condiciones ambientales.
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Figura 15. Aislamiento de bacteriéfagos por método de inéculo

de gota. Formacion de calvas aisladas.
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Figura 16. Vista en Estereoscopio de calvas aisladas
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2.11 CURVA DE CRECIMIENTO DE BACTERIOFAGOS LITICOS
Los fagos se mezclan con bacterias huésped apropiadas a una baja multiplicidad de

infeccion (MOI). Después de unos pocos minutos para la adsorcion, se diluyen las
células infectadas y las muestras se colocan en placas varias veces para determinar

los centros infecciosos.

El nimero de calvas generalmente se mantiene constante en el nimero de células
infectadas durante un tiempo caracteristico, el periodo de latencia, y entonces se
eleva bruscamente, estabilizdndose en muchas veces su valor inicial, ya que cada

célula se lisa y libera el fago completado.

Los periodos de eclipse y la latencia de fagos son pardmetros importantes que
caracterizan interacciones fago-huésped. El periodo de eclipse es el tiempo desde la
infeccion hasta la formacion de los nuevos viriones, las particulas infecciosas de los
fagos se han formado dentro de las bacterias infectadas, mientras el periodo de
latencia es el tiempo desde la infeccion hasta que las primeras particulas de fago se
liberan de las celulas hospederas. Los periodos de eclipse y latencia deben ser
determinados a partir de las células infectadas por separado, en condiciones que
impidan la reinfeccion por el recién liberado de los fagos progenie.La relacion entre
el numero de calvas obtenidas antes y después de la lisis se llama Burst Size. Tanto
el Burst Size como el periodo de latencia son caracteristicas de cada cepa de fago en
condiciones determinadas, pero se ven afectados por el huésped utilizado, el medio, y
la temperatura. Si las células infectadas se rompen en diversos momentos después de
la infeccion, el fago parece estar desaparecido durante un determinado periodo. Se
utiliza cloroformo para inducir la lisis seguido del plaqueo, tanto el periodo de
eclipse y la posterior tasa de intracelular sintesis de particulas de fago viables ahora
se miden de forma rutinaria. La adicion de cloroformo hara que las células se lisen, y
los fagos se liberen los cuales pueden hacer una placa individual y ser contados. Las
células no infectadas mueren pero no son lisadas por cloroformo, y las células que
todavia no producieron mucho lisozoma se lisaran lentamente, pero ninguna de las
células realmente infectadas por un fago virulento podran realmente deshacerse del
fago y ser capaz de hacer una colonia al plaguear. También permite medir también la

eficiencia de matar a su hospedero.>
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Figura 17. Curva de Crecimiento de un Solo Paso.

Fuente: BACTERIOPHAGES: Biology and Applications, Kutter E.

2.12 AMPLIFICACION DE BACTERIOFAGOS POR PCR
Para poder continuar con la caracterizacion de los bacteriéfagos, lo mas

recomendable es el uso de microscopia electrénica de transmisién. Sin embargo el
PCR es un método rapido, eficaz y econémico para poder identificar la presencia de
bacteriéfagos, o genes especificos de fagos codificados a partir de muestras
ambientales, células bacterianas o virus purificados. Las limitaciones son que se debe
saber especificamente lo que estd buscando con el fin de encontrarlo. Aunque los
bacteriéfagos no tienen la ventaja de tener un gen conservado, presente en todos los
miembros, hay muchos genes de fagos que muestran la conservacion de nucledtidos.
A medida que se disponga de mas datos de la secuencia a través de ambos enfoques
de metagendmica y la secuenciacion de genomas completos de bacteri6fago, los
primers de PCR puede afinar aiin mas y por lo tanto deben ser una herramienta cada
vez mas (til para la biologia del bacteri6fago.
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Por ejemplo, para caracterizar una nueva cepa bacteriana aislada, una de las primeras
herramientas utilizadas es el polimorfismo de un marcador universal, tipicamente la
secuencia del ADN ribosomal 16S. Esto le da a la informacion de la posicién
filogenética de la cepa bacteriana. Todas las bacterias tienen ribosomas y por lo tanto
genes ribosomales que afortunadamente son buenos marcadores debido a tener
regiones altamente conservadas, por lo tanto primers "universales” se pueden utilizar
para ellos y ampliamente regiones altamente variables que se pueden utilizar para
distinguir entre cepas bacterianas. Por desgracia, los bacteriofagos no tienen ese gen
que es comun a todos los representantes. Incluso cuando un gen puede ser comdn a
las tres familias de fagos, por ejemplo, los principales genes estructurales, la
secuencias son tan variadas en una alineacién y en consecuencia un analisis

filogenético no es posible.

El primer paso para hacer la PCR de los bacteriofagos es obtener una alta calidad de
producto de PCR de la amplificacion de los genes. Afortunadamente, en muchos
casos, en PCR requiere tan solo de 1ng a 10ng de ADN de fago por reaccion, este
ADN debe ser extraido de las muestras ambientales.®*

El verdadero desafio de la PCR en bacteriéfagos es el de escoger correctamente el
gen que sera amplificado y por consiguiente el disefio del primer. El gen que se
escoge dependera obviamente para lo que se desea encontrar. En la actualidad, se
conoce bastante bien el bacteriofago “T4” que pertenece a la familia Myoviridae,
donde los primers fueron disefiados teniendo en cuenta la mayor cantidad de
protreinas de la capside como los genes gp23 y el gp20 o gen que codifica la
polimerasa de ADN, el gen gp43. ®* %% ® Estos genes se han venido estudiando para
evaluar la diversidad de los cian6fagos, siempre se debe tener en cuenta que no
existen primers universales para el caso de los bacteriéfagos, incluso en el caso de

genes comunes entre esta familia.®*

Lamentablemente para el reconocimiento las familias Podoviridae o Siphoviridae no
se les puede reconocer facilmente por este tipo de pruebas por escases de
conocimiento de las secuencias de estos fagos.
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2.13 TIPIFICACION DE LOS BACTERIOFAGOS AISLADOS POR RAPD-
PCR
La técnica RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA /

Amplificacion Aleatoria de Regiones Polimorficas de ADN) consiste en la
amplificacion enzimatica con el uso de primers (generalmente de 10 nucle6tidos de
longitud) de secuencias aleatorias no-palindrémicas, con un contenido de G + C entre
50 y 80%,%® de secuencia arbitraria utilizando un solo primer por reaccion, que
actuara al mismo tiempo como iniciador sentido y antisentido que hibridan loci
repartidos aleatoriamente en todo el genoma, los fragmentos obtenidos se visualizan
como un patron de bandeo caracteristico del individuo y cada banda observada se
considera un locus. La presencia o la ausencia de las bandas entre individuos se
deben a cambios en la secuencia (o a la perdida) de los sitios a los que se alinea el
primer. Lo que da como resultado polimorfismos que son usados como marcadores
genéticos y taxonémicos en todo tipo de organismos. De esta forma se utiliza esta
técnica para tipificar las cepas virales aisladas.®® ® Luego de obtener las bandas, el
gel debe ser analizado por un software que permitird realizar la tipificacion

adecuadamente.
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CAPITULO 3

3.1 MATERIALES

MATERIAL BIOLOGICO

e Cepas de Acinetobacter baumannii provenientes de hospitales de
Lima e lquitos.

e Muestra de Agua de Arequipa, Lima e lquitos.
e  Escherichia coli bacteriophage T4 ATCC® 11303-B41™
e Escherichia coli bacteriophage T7 ATCC® BAA-1025-B2™

MATERIAL DE VIDRIO

e Tubos de vidrio 10ml, 15ml.
e Matraz 250 ml, 500ml.

MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Tripticasa de Soja (ATS).
e Caldo Tripticasa de Soja (CTS)
e Agar —Agar

MATERIAL QUIMICO - BIOLOGIA MOLECULAR

Kit Qlamp MinElute Virus-QIAGEN
Alcohol Grado molecular

o Buffer fosfato Salino (PBS 1X) - SIGMA
e Cloroformo.

e DMSO

e Aguade PCR. -Applied Biosystems

e PCR buffer --Applied Biosystems

e Amplitaqg Gold Polimerasa.-Applied Biosystems
e Platinum tag — INVITROGEN

e 10 X Buffer PCR sin Mg,
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e MgCl- INVITROGEN

e dNTP Mix --Applied Biosystems

e dATP- INVITROGEN

e dTTP-INVITROGEN

e dGTP- INVITROGEN

e dCTP- INVITROGEN

e Primer MZIA 1

e Primer MZIA 2

e Primer HECTOR29

e Primer HECTOR500

e Primer R10D

e Agarosa—INVITROGEN.

e SYBR SAFE -INVITROGEN

e Triz Borato EDTA (TBE 1X) - INVITROGEN
e Nucleic acid Sample Loading Buffer 5X -BIO-RAD.,.
e Track It ladder de 100bp

EQUIPQOS

e Incubadora

e Shaker.

e Centrifuga.

e Shaker de Incubacion.

e Refrigeradora

e Cabina de flujo Laminar

e Balanza analitica

o Vortex

e Expectofotometro SmartSpec Plus-BIORAD.
e Calentador de tubos de microcentrifuga.

e Bafio Maria
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e Transiluminador GelDoc — BIORAD.

e Termociclador Veriti — APPLIED BIOSYSTEMS

e Termociclador GeneAmp PCR System 9700- APPLIED
BIOSYSTEMS

e Fuente de Poder — BIORAD

e Camara de Electroforesis.
OTROS

e Contenedores de 1 It.

e Tubos eppendorf de 1.5ml

e Tubos eppendorf de 200pl.

e Micropipetas (10 pl, 100 pl, 200 pul, 1000 pl)
e Tips con filtro (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl).
e Placas Petri de plastico (140 x150mm)

e Filtros para jeringa de 0.22um.

e Tubos con filtro de 0.22um.

e Pipetas Pasteur descartables

e Parafilm.

e Regla vernier.

e Pipetas serologicas de 10ml.

e Propipetas.

e Celdas de espectrofotometro descartables.

e Software GelJ v.1.2

3.2 METODOS

3.2.1 AISLADOS BACTERIANOS

Se utiliz6 muestras de Acinetobacter baumannii que pertenecen al banco de cepas del
NAMRU-6, previamente fueron clasificadas por pruebas bioguimicas, API20 y
calificadas como MDR y no MDR por el sistema del Phoenix de BD y/o por discos
de difusion.
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Estas muestras se conservan a -80°C en medio CTS con glicerol.

Tabla 3: Cepas de Acinetobacter baumannii del NAMRU-6

Cédigo de Lugar _de Tipo de
Acinetobacter procedencia de la Resistencia
muestra
NSC0564 Lima MDR
NSC0594 Lima MDR
NSC0702 Lima MDR
NSC0709 Lima MDR
NSC0711 Lima MDR
NSC0733 Lima MDR
NSC0738 Lima MDR
NSC0739 Lima MDR
NSC0742 Lima MDR
NSC0821 Lima MDR
NSC0060 Lima MDR
NSC0062 Lima MDR
NSC0366 Lima MDR
NSC0427 Lima MDR
NSC0438 Lima MDR
NSC0441 Lima MDR
NSC0474 Lima MDR
NSC0477 Lima MDR
NSC1064 Lima MDR
NSC0878 Lima MDR
NSC0911 Lima MDR
NSC0950 Lima MDR
NSC0977 Lima MDR
NSI0585 Iquitos No MDR
NSI0602 Iquitos No MDR
NSI0668 Iquitos No MDR
NSI0681 Iquitos No MDR
NSI0683 Iquitos No MDR
NSI0691 Iquitos No MDR
NSI0699 Iquitos No MDR
NSI0755 Iquitos No MDR
NSI0796 Iquitos No MDR
NSI0808 Iquitos No MDR
NSI0814 Iquitos No MDR
NSI0925 lquitos MDR
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3.2.2 MUESTREO

Se tomé aproximadamente 1lt. de agua residual de los distintos puntos de muestra, y
se deposito en un frasco estéril se rotuld, se cerrd y sell6 con parafilm para evitar
cualquier problema de derrame 6 mezcla.

Tabla 4: Lugares muestreo de agua

Ciudad | Cddigo Puntos de toma de Muestra Dia de
Muestreo
Hospital de las Fuerzas Aéreas del Pert (FAP)- agua de
SWL |desagie (zona de pacientes) 9/24/14
001 |FAP- Agua de desagiie 9/24/14
FAP- Pozo séptico 9/24/14
SWL
002 | Hospital Militar Central 9/23/14
SWL |[Rio Rimac, (Av. Faucett/ Morales Duares) 9/25/14
003 |Rio Rimac (Agustino) 9/25/14
SWL
004 |Rio Rimac, laguna de oxidacion 9/25/14
SWL
005 |Mercado Magdalena, desagiie de la parte de afuera 9/29/14
SWL
006 |Mercado Magdalena, desagiie de la parte de adentro 9/29/14
g SWL Hospital Rebagliatti, desaguie de los laboratorios 10/1/14
3 007 Hosp_ltla Rebagliatti, desagtie de la parte de afuera del
hospital 10/1/14
Planta de tratamiento de Agua Residual Taboada, Callao
(desagues de los colectores primarios Costanera, La Marina,
Argentina, Morales Duérez, Colector N° 6, Bocanegra, los
SWL Cl_JaIes asuvez recol_ectan los desaguies producido_s en los
008 distritos de EI Agustino, Ate, San Luis, Santa Anita, San
Juan de Lurigancho, Rimac, San Martin de Porres, Carmen
de la Legua, Lima Cercado, Brefia, Jesis Maria, La
Victoria, Lince, Magdalena, San Miguel, Bellavista, Pueblo
Libre, Miraflores y San Isidro. 10/4/14
Planta de tratamiento de Agua Residual Taboada, Callao
SWL (Colect_or Comas — _Chi_llc’)n, que recolecta los desagties
009 producidos en los distritos de Carabayllo, Comas, Los
Olivos, Independencia y parte de San Martin de Porres y el
Callao). 10/4/14
SWI
8 001 |Agua del Rio Amazonas 9/28/14
= SWI | Mercado de Belen, agua de desagiie 9/28/14
002 | Acequia de Belen 9/28/14
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003 Hospital Regional de Loreto (HRL) 9/29/14
SWI
004 Punchana , agua de desagtie ambiental 9/29/14
SWI
005 Hospital Apoyo Iquitos (HAI) 9/29/14
SWI
006 | Moronacocha, agua de desagiie ambiental 12/4/14
SWA
001 Congata, agua de desagiie ambiental 12/4/14
< SWA
'S5 1002 Rio Chili, altura Tingo 12/4/14
g [swa
< 003 Tingo 12/4/14
SWA
004 Sabandia, canal de agua 12/4/14

Estas muestras fueron conservadas a temperatura ambiente hasta su uso.

Figura 18. Toma de muestra con Figura 19. Llenado de 1Lt. de muestra
balde desaguie del Hospital FAP, LIM en frascos estériles
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Figura 20. Frascos sellados y almacenados a

Temperatura ambiente

3.2.3 AISLAMIENTO
3.2.3.1 REACTIVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Las cepas se sembraron en medio Agar Tripticasa de Soja (ATS) por agotamiento
para obtener colonias separadas, se dejé en la incubadora a 37°C por 18 horas

aproximadamente.

Con el asa de Kolle se tom6 una colonia y se coloc6 en medio Caldo Triptica de Soja
(CTS), una vez que se resuspendio la colonia en el medio se dejé en la incubadora

con agitacion de 250 rpm a 37°C por 18 horas aproximadamente.

3.2.3.2 AISLAMIENTO POR EL METODO DE ENRIQUECIMIENTO DE
BACTERIOFAGOS

Para favorecer el crecimiento de los bacteriéfagos, se utilizé 300ml de las muestras
de agua y se le adicion6 1ml de caldo con crecimiento bacteriano descritas
previamente, se enriquecié con 9g. de CTS . Esta mezcla se llev6 a un Shaker a 37°C

por 16 horas aproximadamente.

Luego de la incubacidn, se tomé 1.5ml de las muestras y se coloc6 en un tubo nuevo
de microcentrifuga. A este tubo se le centrifug6 por 12000 rpm durante 2 min con la
finalidad de formar un pellet, seguido a ello se tomo 750pl. del sobrenadante y se le
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traspasé a un tubo de microcentrifuga con filtro de 0.22um y se centrifug6 a 8000
rpm por 2 min. Se elimind el filtro y se conservo el filtrado.

Con la finalidad de obtener calvas mas aisladas se hizo diluciones seriadas con PBS a
1X (pH 7.4) hasta obtener a una concentracién de 107, para ello se tomé 20 pl del
filtrado de la muestra y se resuspendid en 180 pl de PBS 1X, es decir que se hizo una
dilucion de (1:10), se repitié este procedimiento hasta llegar a la concentracion

deseada.

300ml de muestra + 9g. de CTS+ 1ml de
Bacteria incubada en CTS

Se llevd a un Shaker Incubator a 37°C por 16

horas.
Tomarl.5ml Pasar 1ml de
de muestra Centrifugar a sobrenadante
1200 rpm por
1 min
Colocar Pasar a
750ul
H 20ul a
Centrifugar un tubo
8000 rpm por
5 min con 180ul
PBS 1X
Tubo con filtro Conservar el Dilucion 1/10
de 0.22ul filtrado

Figura 21. Esquema del método de enriquecimiento de la muestra.

En una placa de CTS al 1.5% de Bacto Agar, se le rotuld en la parte trasera el
nombre de la cepa que se probd y las diluciones es decir concentrado, 107, 1072,
..,10, 107, Se inoculé 2 ml de CTS con crecimiento bacteriano de Acinetobacter

(18horas aproximadamente) con ayuda de una micropipeta, se tomé la placa y se
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hizo pequefios movimientos con las manos para que el indculo cubra toda la
superficie del medio, esto es con la finalidad de hacer un césped bacteriano. El
excedente se elimind en un beaker que contenia Hipoclorito de Sodio al 10%, se dejo
la placa abierta hasta que estuvo totalmente seca.

Con una micropipeta se inocul6 10ul de las diluciones que se hizo previamente,
nuevamente se dejo abierta la placa hasta que termino de secar. Finalmente se llevo
la placa a la incubadora de 37°C por aproximadamente 18 horas.

Agregar 2ml del
concentrado bacteriano

Homogeneizar la placa con
el indculo Bacteriano

Scsouceg—Y

‘ Inocular 10ul en

l la placa.
y Dejar secar, Diluciones

Eliminar el 10min aprox.
excedente

— | — 7

1'?)6]{“ secar, Incubar a 37°C por
min aprox. 18 horas

S aproximadamente

Figura 22. Esquema de inoculo de las muestras aisladas
Pasado el tiempo se observo la presencia de calvas y halos que demostro la presencia

del bacteriofago especifico a la cepa bacteriana que se utilizé. De aquellas calvas que

se observaron aisladas y sin presencia de colonias en los halos que se formaron, se
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tomo la calva con ayuda de una pipeta Pasteur descartable, que se usé para perforar
el medio sélido, se depositd en un tubo de microcentrifuga que contenga 200 pl de
PBS 1X vy se dejara en reposo por un par de dias a 4°C para que los virus se liberen
del agar al PBS.

Con una micropipeta se tomé el PBS 1X que se dejo con el trozo de agar que
contenia la calva, se traspasd a un tubo con filtro de 0.22 um y se centrifugo a

120000 rpm por 2 min, con la finalidad de eliminar cualquier presencia bacteriana.

El concentrado final se almacené a 4°C hasta que se utilizd en las posteriores

pruebas.

Perforar el agar en
las zonas de calvas
aisladas

Depositar en un Reposar por unos
tubo con 200ul de diasa 4°C
PBS

Sl

filtrado a 4°C.

Centrifugar a
1200 rpm por
2 min v

Figura 23. Extraccion de las calvas aisladas.

Tomar el c |
nservar e
sobrenadante On3&

3.2.4 CARACTERIZACION

Se escogi6 aleatoreamente una cepa aislada por lugar de coleccion de muestra
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3.2.4.1 DESCRIPCION DE CALVAS

Con ayuda de un estereoscopio se evalud la formacion de las calvas basandose en:

e El tamafio de la calva.
e Presencia de halo.

e El diametro del halo obtenido de las calvas mas aisladas.

3.2.4.2 EFICIENCIA DE CALVAS (TITULACION)

Se temperd las placas de CTS con 1.5% de agar a 37°C por 2 horas en la estufa antes

del ensayo.

Se hizo diluciones del caldo con bacteriéfago hasta la concentracion de (107).
Para la preparacion de las diluciones seriadas.

e Se alicuoto en 8 tubos de microcentrifuga 90 pl PBS 1 X (pH 7.4) y se le afiadid
10 pl de muestra de fagos en el primer tubo para obtener la primera
concentracion es de (10™).

e Se agitd en el vortex los tubos entre 3 a 5 segundos.

e Setomd 10 pl de la mezcla y se colocé en el siguiente tubo de dilucion.

e Se repitio el mismo procedimiento de diluciones hasta que se completo la serie.

Se utilizd la técnica de (capa de Agar blando)

e Se preparard tubos de CTS al 0.6% de Agar (Agar blando) y se repartio en tubos
con 3ml. Estos tubos se mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta el momento en
el que se realiz6 el ensayo.

e Se calentd los tubos de Agar blando hasta que se derriti y estuvo en un estado
liquido, para que el medio se conserve en este estado, se coloco los tubos en bafio
Maria a una temperatura de 55°C +/- 2°C aproximadamente.

e Se alicuotd 100 ul de CTS con crecimiento bacteriano en los tubos.

e Se inoculd los tubos alicuotados con crecimiento bacteriano con 10 pl de muestra
de fagos secuencialmente, etiquet6 y se uso el vortex.

e Inmediatamente se colocé los tubos en la incubadora a 37°C por 20 minutos.
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e Transcurrido el tiempo se colocd el contenido de los tubos que se encontraban en
la incubadora a los 3ml de CTS al 0.6% de agar en los tubos.

e Se homogeneizo6 el contenido de los tubos con la ayuda del vortex por unos 5-10
seg.

e Se coloco el contenido de los tubos en las placas de ATS, asegurandose que la
mezcla se extienda en toda la superficie haciendo unos pequefios movimientos a la
placa.

e Se dej6 secar por 10 min a temperatura ambiente.

e Se coloco las placas a 37°C durante toda la noche.

e Al siguiente dia se conto las calvas entre 30 a 300 UFP (unidades formadoras de

calvas).

Para calcular las Unidades Formadoras de Calvas (UFP)
Se calcul6 la titulacion de los fagos, que fueron expresados en UFP/mI mediante la
siguiente ecuacion:

n Ni

UFP/ml = 100[(%7, 7 /7]

e Ni=numero de las calvas
e Di=factor de dilucion de la placa
e n= Numero total de placas contadas

Las pruebas se realizaron por triplicado.
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100ul de crecimiento 3ml de CTS al 0.6% de agar
bacteriano + 10ul de muestra p—

Homogeneizar

por vortex. [ >

Incubar 37°C Inocular y mezclar
Por 20 min. l\_/
Colocarlo en la placa Homogeneizar la placa con
el homogenizado de agar
blando

—, = (e

Dejar secar 10min

—

Incubar a 37°C por 18
horas.

Conteo de Calvas.

Figura 24. Método de titulacion de calvas.

3.2.4.3 REPLICACION DE BACTERIOFAGOS

En el caso que el titulo de los bacteriéfagos sea inferior a 1 x 10, se tendra que
reconcentrar el titulo de los fagos obtenidos, para ello se tom6 100ul del stock de
fagos, se mezcld en un tubo que contenia 4 ml de CTS junto con 1ml de caldo con
crecimiento bacteriano, luego se llevo a la incubadora shaker a 37°C a 150rpm por
mas de 6 horas. Luego se filtré con los tubos que contienen filtro de 0.22um
Nuevamente se hizo el procedimiento de la titulacion para verificar la concentracion
final que se obtuvo de la replicacion.
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3.2.4.4 CURVA DE CRECIMIENTO DE UN SOLO PASO

El dia anterior se dejé incubando en tubos de CTS la bacteria con la que se trabajo.

En 4 matraces, 3 réplicas y 1 como control; cada uno con 30ml de CTS se les inoculd
con 30ul (0.1%) de caldo con crecimiento bacteriano, se llevé a la incubadora con
agitacion a 37°C y 150rpm por el tiempo de 2.5h a 3h, hasta que la bacteria alcanz6
un ODggo= 0.2 6 1 x 10° UFC en el espectrofotémetro, este es el periodo en el que la
bacteria se encuentra en la etapa temprana del periodo exponencial.

Luego que la bacteria alcanzo la concentracion deseada se le inoculd su bacteriéfago
especifico a un MOI= 0.01, para ello se calcul6 la cantidad de indculo con una
formulade V1 .C1= V5. Cy

Por ejemplo, si se tiene en cuenta que Se tiene una concentracion inicial de 1x10 *°
UFP/ml y se quiere llegar a obtener un MOI = 0.01 para 30ml de muestra bacteriana

con una concentracion de 1 x 108 UFC/ml

X
MOI = 0.01 = —
0 =0.01 =

i —=105
Aplicando: V:.Ci=V,.C;
vyx (1 x10°UFP/ml) = 30ml x (1 x10 °)

_ 30mlx(1x10°)
Y1 = 1X1010FP /ml

v; = 0.003ml

171 = 3|J.l

Inmediatamente después de hacer el indculo del fago se tomo dos alicuotas de 100ul
por cada replica, esta se depositd en un tubo de microcentrifuga que contenia 900pl
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de PBS 1X (tubo A) la otra alicuota de 100 pl se dejé en otro tubo de
microcentrifuga que contenia 900 pl de PBS 1X y 75 pl de Cloroformo (tubo B), este
Gltimo se mezcld en vortex por 1 min aproximadamente y se dejo a 4°C hasta que se

utilizo.

En el caso del tubo A, se centrifugd a 1000 rpm por 1 min, con mucho cuidado se
tom6 100 pl de sobrenadante y se pas6 a un tubo que contenia 900 pl, se mezcld en
vortex por unos 5 seg, de esta forma se hizo diluciones seriadas. De las alicuotas que
se decidio6 plaquear se tom6 un tubo de Agar blando y se le inoculé 100 pl de caldo
con crecimiento bacteriano y se le agregd 100 ul de la muestra, se mezclé en vortex
por unos 5 a 10 seg. la mezcla se colocé en placas de CTS al 1.5% de agar, se dejo
enfriar a temperatura ambiente por altimo se llevo a la incubadora a 37°C por 16
horas.

En el caso del tubo B, se realizaron las diluciones correspondientes y se trabajo con
el mismo procedimiento descrito parrafo anterior, las alicuotas fueron tomadas cada

5 minutos hasta los 60min.

Luego de ese tiempo se hizo conteo de las calvas y se elaboré la curva de

crecimiento con ayuda del programa Microsoft Excel.
Para encontrar el Burst Size se debe aplicar la siguiente ecuacion:

Cf. fagos en cloroformo
BS

- (Co. fagos encloroformo — C. fagos en latencia)
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Caldo con cr.eC|m|ento Contr-ol Replical Replica 2 Replica 3
bacteriano negativo
l\_/‘ Incubar en Shaker a 37°C entre 2.5h y 3h

Tomar alicuota y medir en el
espectrofotdmetro O.D.gg= 0.2

Replical Replica?2 Replica 3

Fago Stock
—
Inocular MOI de 0.01
Tubo A Tubo B
Inocular con 100yl
900ul PBS 1X por 900ul PBS 1X +75ul

cada Replica Cloroformo por
cada Replica

Vortex 1min. Almacenar 4°C. por 18h

102 3 -4 -6 -6
1000 rpm 0 10 10 10 10
x 1min Tomar 100pl del
sobrenadante v v v v v
Diluciones seriadas con 900ul de PBS 1X
Inocular 100 pl Inocular 100l
de caldo con _
crecimiento Plaquear , dejar secar e
bacteriano incubar a 37°C.

Contar las calvas

formadas.
Tubo de agar blando 0.6%

Figura 25. Método para la elaboracion de la Curva de crecimiento
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3.2.5 CARACTERIZACION A NIVEL MOLECULAR
3.2.5.1 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion de ADN se utilizo el kit QlAamp MinElute Virus Spin de
QIAGEN de acuerdo al protocolo descrito.

1. Se pipeted 25ul de la Proteasa del kit y se colocé en un tubo de

microcentrifuga.

2. Seagreg6 200pl de la muestra

3. Se agrego6 200 pul de buffer AL (28ug/ml de RNA carrier) y se llevd al vortex
por 15 segundos.

4. Seincub6 a 56°C por 15 minutos en el heating block.

5. Se centrifug6 fuertemente el tubo para remover las gotas de las paredes del tubo.

6. Se agregd 250 pl de etanol puro a las muestras, se mezclé fuertemente en el
vortex por 15 segundos, se dejo incubar la mezcla por 5 minutos a temperatura
ambiente.

7. Se centrifugd el tubo para ayudar a precipitar las gotas de la pared del tubo.

8. Cuidadosamente se traspaso el lisado obtenido del paso anterior en la columna
de QlAamp MinElute, tratando de no humedecer el aro de esta. Se centrifugo a
8000 rpm por 1 min y se traspasé en un recipiente de tubo limpio.

9. Cuidadosamente se abrid la columna y agreg6 500 pl de buffer AW1 sin mojar
el anillo. Nuevamente se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto y se coloco la
columna en un nuevo tubo colector.

10. Cuidadosamente se agreg6 500pl de Buffer AW2 sin mojar el anillo y centrifugo
a 8000 rpm por 1 minuto. la columna en un nuevo tubo colector.

11. Cuidadosamente se abrid la columna y se agreg6 500 pl de etanol al 100% sin
mojar el anillo, se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto y colocd la columna en
un nuevo tubo colector.

12. Se centrifugd a méaxima velocidad por 3 minutos.

13.Se coloc6 la columna en la incubara 56°C por 3 minutos para secar
completamente.

14. Se colocé la columna en un tubo eppendorf y se descartd el tubo colector. Se
agregd 80ul de buffer AVE o de RNasa-free en medio de la membrana. Cerrar la
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tapa e incubar a temperatura ambiente por un minuto. Centrifugar a maxima
velocidad por 1 minuto.

3.2.5.2 IDENTIFICACION DE LAS FAMILIAS MYOVIRIDAE Y
PODOVIRIDAE

3.2.5.2.1 IDENTIFICACION DE MYOVIRIDAE.

Se utilizo los primers:

MZIA1 Forward (5"-GATATTTGIGGIGTTCAGCCIATGA-3")

MZIA2 Reverse (5 -CGCGGTTGATTTCCAGCATGATTTC-3")%® para amplificar
el gen 23 que se encuentra en la capside de los bacteriofagos especificos de esta
familia Myoviridae , este par de primer amplifica la region entre 480bp/ 600bp. La
mezcla de PCR se estandarizdé con 2.5ul de DNA viral, 1.0ul de Amplitaq
Polymerasa(5U/ pl), 2.5ul de 10 X Buffer PCR, 0.5ul de dNTP(10mM), 0.25 pl
MZIA(50nmol), 0.25 pl(50nmol), 0.75 pl de DMSO, 17.25 pl de Agua de PCR. Para
el control negativo se le agregd 2.5ul de agua de PCR en lugar de agregar el DNA,
para el control positivo se utilizé el ATCC del bacterifago T4. Los ciclajes de la PCR
fueron estandarizados como: Desnaturalizacion inicial 95°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 45seg, hibridacion 42°C por 1 min, elongacion a 72°C

por 45 seg y una elongacion final de 72°C por 10 min.

Desnaturalizacion

inicial Desnaturalizacion  Hibridacion Elongacién . Elongacion final
95°C E 95°C X 35 E
! 72°Ci 72°C
i 42°C !
! iy i

Figura 26. Ciclajes del PCR para la deteccion de Myoviridae
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CORRIDA ELECTROFORETICA

Los productos de PCR se les realizo una corrida electroforética en gel de agarosa al
1% (1gr en 100ml de TBE 1x) se tifié con 15ul de SYBR SAFE (Invitrogen) y se
dejo gelificar por 45min, luego se llevo el gel a la cdmara de electroforesis, se cargd
8ul de producto de PCR con 2ul de Nucleic acid Sample Loading Buffer (BIO-
RAD), 5 ul de Track It ladder de 100bp y se dejo correr a 120Voltios por 1.5 horas.

El gel se leyo y edit6 en el transiluminador GELDOC (BIO-RAD) .

3.2.5.2.2 IDENTIFICACION DE PODOVIRIDAE

Se utiliz6 los primers:

HECTOR29 Forward (5"- GCAAGCAACTTTACTGTGG -3")

HECTOR500 Reverse (5- GAATGATCTACACTCTTTGCCATACGGTG-3")%,
este par de primers amplifica la aproximadamente 500bp. La mezcla de PCR se
estandarizé con 2.5ul de DNA viral, 0.3ul de Amplitag Polymerasa(5U/ pl), 2.5ul de
10 X Buffer PCR, 0.5ul de dNTP(10mM), 0.25 pl HECTOR29(50nmol), 0.25ul
HECTOR500(50nmol), 0.75 pl de DMSO, 17.95 pl de Agua de PCR. Para el control
negativo se le agreg6 2.5ul de agua de PCR en lugar de agregar el DNA. Los ciclajes
de la PCR fueron estandarizados como: Desnaturalizacion inicial 95°C por 5 min, 30
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 45seg, hibridacion 44°C por 1 min,

elongacion a 72°C por 1min y una elongacion final de 72°C por 10min.

Desnaturalizacion ~ Desnaturalizacion Hibridacion Elongacién Elongacion Final
inicial 95°C E 95°C X 30 i

! 72°C: 72°C

i 44°C i

i r |

Figura 27. Ciclajes del PCR para la deteccién de Podoviridae
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Los productos de PCR se les realizo una corrida electroforética en gel de agarosa al
1.5% (1.5gr en 100ml de TBE 1x) se tifié con 15ul de SYBR SAFE (Invitrogen) y se
dejo gelificar por 45min, luego se llevo el gel a la cdmara de electroforesis, se cargd
8ul de producto de PCR con 2ul de Nucleic acid Sample Loading Buffer (BIO-
RAD), 5 ul de Track It ladder de 100bp y se dejo correr a 120Voltios por 1.5 horas.

El gel se leyo y editd en el transiluminador GELDOC (BIO-RAD)

3.2.5.2.3 TIPIFICACION POR AMPLIFICACION POLIMORFICA
ALEATORIA DE DNA (RAPD)-PCR CON PRIMERS DEGENERADOS.

Se utiliz6 el primer degenerado R10D, cuya secuencia es 5‘-GTCASSWSSW-3<.%

1. La mezcla de PCR se estandarizo con 1pl de DNA viral, 7.5ul de Platinum
tag (Invitrogen, 2.5ul de 10 X Buffer PCR sin Mg, 2.25 pl MgCl, 0.15ul de
cada dNTP (100mM), 0.5 pl R10D(10nmol), 10.65 pl de Agua de PCR. Para
el control negativo se le agregd 2.5ul de agua de PCR en lugar de agregar el
DNA. Los ciclajes de la PCR fueron estandarizados como: Desnaturalizacion
inicial 95°C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 3min,
hibridacion 38°C por 3 min, elongacion a 72°C por 2min y una elongacién
final de 72°C por 10min.

El gel serd visualizado en el GelDoc, las imagenes del gel fueron procesadas en el
software GelJ v.1.2.La matriz de similitud sera calculada basada en el coeficiente de

Pearson.

Desnaturalizacion

Desnaturalizacién  Hibridacién Elongacion Elongacion final
inicial | |
95°C ' 95°C X35 !
E 72°Ci 72°C
! 38°C i
E 3 i

Figura 28. Ciclajes del RAPD- PCR
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CAPITULO 4

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS EN LAS DISTINTAS
CIUDADES
% Aislamiento de bacteriofagos en Lima

En la ciudad de Lima se obtuvieron 27 aislamientos de fagos especificos para
las cepas nosocomiales de A. baumannii. de 94 muestras (fago — hospedero)
que fueron probadas.
Como se observa en la Tabla 5. No se encontré presencia de fagos en los
puntos de muestreo SWL002 (Hospital Militar Central), SWLO004 (Rio
Rimac, laguna de oxidacién), SWL005 (Exteriores del mercado de
Magdalena) y en el punto SWLO0O06 (Interior del mercado de Magdalena).
Se obtuvo 5 aislamientos de bacteriofagos en SWL001 (Hospital FAP), 2
aislamientos en SWL003 (Rio Rimac), 7 aislamientos en SWL007 (Hospital
Rebagliatti), 2 aislamientos en SWLO008 ( Planta de tratamiento de Agua
Residual Taboada, Callao (desagliies de los colectores primarios
Costanera, La Marina, Argentina, Morales Duéarez, Colector N° 6, Bocanegra,
los cuales a su vez recolectan los desaglies producidos en los distritos de El
Agustino, Ate, San Luis, Santa Anita, San Juan de Lurigancho, Rimac, San
Martin de Porres, Carmen de la Legua, Lima Cercado, Brefia, Jesis Maria, La
Victoria, Lince, Magdalena, San Miguel, Bellavista, Pueblo Libre, Miraflores
y San Isidro) ElI lugar con mayor incidencia fue SWL009 (Planta de
tratamiento de Agua Residual Taboada, Callao . Colector Comas — Chillén,
que recolecta los desaguies producidos en los distritos de Carabayllo, Comas,
Los Olivos, Independencia y parte de San Martin de Porres y el Callao) con
11 aislamientos.
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Tabla 5. Aislamiento de bacteriéfagos en la ciudad de Lima.

Caddigo de Calvas aisladas a partir de muestras ambientales
cepa A. Lima, Peru
baumannii  SWL  SWL SWL SWL SWL SWL SWL SWL SWL
001 002 003 004 005 006 007 008 009

NSC0564 - - - - - - +

NSC0594 + - - - - - +

NSC0702 = = 2 2 - - +

NSC0709 - - - - - - =

NSC0711 - - - - - - +

NSC0733 + - - = - g L

NSC0738 + - + = = - -

NSC0739 + . - - ) - .

NSC0742 + - + - = - -

NSC0821 - - - - - - +

NSC0060 - +
NSC0062 - +
NSC0366 - +
NSC0427 . +
NSC0438 - +
NSC0441 - -
NSC0474 - +
NSC0477 - +
NSC1064 - -
NSC0878 - +
NSC0911 A +
NSC0950 + +
NSC0977 - +

Leyenda

- 1 no se encontré presencia de bactériofagos
+ : Presencia de fagos en forma de calvas

Cadigo de puntos de muestreo Tabla 4.
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% Aislamiento de bacteriofagos en Iquitos
En la ciudad de lquitos se obtuvieron 21 aislamientos de fagos especificos
para las cepas nosocomiales de A. baumannii. de 71 muestras que fueron

probadas.

Como se observa en la Tabla 6. Se obtuvo 1 aislamiento de fago en el punto
SWI001 (Rio Amazonas), 5 aislamientos en el punto SWI002 (Belén), 1
aislamiento en SWI003 (Hospital Regional de Loreto), 6 aislamientos en
SWI004 (Punchana), 1 aislamiento en SWI1005 (Hospital Apoyo lquitos), por
lo que el lugar con mayor cantidad de fagos aislados fue SWI006

(Moronacocha) con un total de 7 aislamientos.
Tabla 6. Aislamiento de bacteri6fagos en la ciudad de Iquitos.

Codigo de Calvas aisladas a partir de muestras ambientales
cepade A. Iquitos, Peru

baumannii  SWI001 SWI002 SWI003 SWI004 SWI005 SWI006

NSC0742 - + - + - +
NSI0585 - - - - - -
NS10602 - - - - - -
NSI0668 - - - - - -
NSI0681 - + - + = +
NSI0683 - + - + - +
NSI0691 - - - - - -
NSI0699 - - - - - +
NSI0755 - + - + + +
NSI0796 - - + + - +
NSI0808 - - - - - -
NSI0814 + + - + - +
Leyenda

- :nose encontro presencia de bactériofagos
+ : Presencia de fagos en forma de calvas

Cadigo de puntos de muestreo Tabla 4.
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 Aislamiento de bacteriéfagos en Arequipa

Como se observa en la Tabla 7. Se llegaron a realizar 92 pruebas entre cepas
nosocomiales de A. baumannii y muestras ambientales, para el aislamiento de

bacteriofagos, sin embargo no se obtuvo aislamientos de fagos.
Tabla 7. Aislamiento de bacteriéfagos en la ciudad de Lima.

Codigo de Calvas aisladas a partir de muestras ambientales
cepa de A. Arequipa, Peru

baumannii  SWA 001 SWA 002 SWA 003 SWA 004
NSC0564 - - - -
NSC0594 - - - -
NSC0702 - - - -
NSC0709 - - 8 S
NSC0711 - - - -
NSC0733 - - - -
NSC0738 - - - -
NSC0739 - - - -
NSC0742 - - - -
NSC0821 - - - -
NSC0060 - - - -
NSC0062 - - - -
NSC0366 - - - -
NSC0427 3 = = -
NSC0438 = = = =
NSC0441 - - - -
NSC0474 = = = =
NSC0477 - - - -
NSC1064 - - = -
NSC0878 - - - -
NSC0911 - - - -
NSC0950 - - - -

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

NSC0977 = = = =

Leyenda

- 1 no se encontré presencia de bactériofagos
+ : Presencia de fagos en forma de calvas

Codigo de puntos de muestreo Tabla 4.

% Vista General de los Aislamientos

Se realizo6 un total de 257 pruebas de aislamiento, de las cuales se obtuvo 48
(19%) aislamientos de bacteriofagos para cepas nosocomiales de
Acinetobacter baumannii provenientes de Lima e Iquitos, a partir de muestras
ambientales en las ciudades anteriormente mencionadas con el 11% y 8%
respectivamente. Por otro lado se obtuvo 209 (71%) pruebas con resultado
negativo. Tabla 8, Grafica 1.

Es posible que el resultado en Arequipa haya sido negativo, ya que no hay
mucha prevalencia de este tipo de bacteria en esta ciudad, al igual que los
puntos de muestreo no mostraron la misma contaminacion que el lugar de

muestras (Revisar Anexo N° 3)

Tabla 8. Datos generales del aislamiento de bacteriofagos.

Etiquetas de fila Suma de
CANTIDAD
Negativo 209
Arequipa 92
Iquitos 50
Lima 67
Positivo 48
Arequipa 0
Iquitos 21
Lima 27
Total general 257
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Figura 29. Resultados generales del Aislamiento de bacteriofagos para A. baumannii.

Figura 30. Presencia de calvas aisladas.
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a) Muestra NSC0474pSWLO009, calvas aisladas en la
disolucién 10°°. Método de Enriquecimiento

b) Muestra NSC0427¢SWLO00S, calvas aisladas en la
dilucion 10°. Método de Enriquecimiento

€) Muestra NSC0060pSWL009, calvas aisladas en la
disolucién 10°® Método de Enriquecimiento

d) Muestra NSC0062¢SWL009, calvas aisladas en la
disolucién 10™° Método de Enriquecimiento

4.1.2 DESCRIPCION DE LAS CALVAS

Se escogidé una muestra de fago aislado correspondiente a cada lugar de toma de

muestra.

Como se observa la Tabla 9 las calvas y halos formados son una caracteristica
propia de cada complejo fago —hospedero, en la mayoria de calvas aisladas se
encontré que su tamafio es minimo a 1.0mm y como maximo 1.6mm; ademas se
observa que el halo de mayor tamafio alcanza 5.2 mm, de otro lado se encontrd que
fagos aislados como NSC0702 ¢ SWLO007 tiende a no formar halos. Existen reportes
en los que el didmetro de calvas 1.0mm a 8.0mm por lo que las calvas encontradas se

encuentran dentro del rango caracteristico de esta interaccion fago -bacteria.”>"

Tabla 9. Descripcion de fagos aislados

Fago aislado Descripcion del fago

NSC0739 ¢ SWL001 Calva de 1.0mm con halo de 5.0 mm
NSC0742 ¢ SWL003 Calva de 1.5mm con halo de 4.5 mm
NSC0702 ¢ SWL007 Calvade 1.6mm sin halo

NSC0060 ¢ SWL008 Calva de 1.4mm con halo de 5.2 mm
NSC0950 ¢ SWL009 Calva de 1.5mm con halo de 5.2 mm
NSI0814 ¢ SWL001 Calva de 1.0mm con halo de 3.0 mm
NSC0742 ¢ SWI002 Calva de 1.4mm con halo de 2.0mm
NSI10796 ¢ SWI003  Calva de 1.0mm con halo de 3.0 mm
NSI10925 ¢ SWI004  Calva de 1.2mm con halo de 5.0 mm
NSI10683 @ SWL006 Calva de 1.0mm con halo de 5.2 mm
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Figura 31. Vista al estereoscopio Figura 32. Vista al estereoscopio de
la calva NS10683 ¢ SWL006

de la calva NS10925 ¢ SWI004.

A

00111

Figura 33. Vista al estereoscopio de Figura 34. Vista al estereoscopio de
la calva NSC0950 ¢ SWL009. la calva NSC0742 ¢ SWL003.
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Figura 35. Vista al estereoscopio de Figura 36. Vista al estereoscopio de

la calva NSC0702 ¢ SWL007. la calva NS10925 ¢ SWI004.

Figura 37. Vista al estereoscopio de la calva

NSC0742 ¢ SWI002

4.1.3 CONTEO DE CALVAS EN PLACA

Se realiz6 la prueba de Eficiencia de calva, con la finalidad de conocer el titulo de
cada bacteriofago aislado. Este es un paso importante ya que a partir de aqui se podra
conocer las cantidades para manejar los MOI para posteriores pruebas.

Algunas de ellas inicialmente llegaron a una alta concentracién x 10°, en el caso de
las que no llegaron se necesitd reconcentrarlas por el método descrito en el punto
3.2.4.3.
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Tabla 10. Conteo final de Calvas.

Fago Aislado Conteo de
Calvas(UFP)

NSC739¢pSWL001 8.14 x 10"9
NSC742pSWL003 4.49 x 10"9
NSC702¢pSWLO007 9.2x10"9
NSC060pSWLO008 1x 1079
NSC950pSWL009 6.4 x 10"9
NSI814¢pSWI001 9.5x 10"9
NSC742¢pSWI1002 2.295 x 10"9
NSI796pSWI003 9X 10"9
NSI1925¢pSWI1004 1.165 x 10"9
NSI1683pSWI006 3.665 x 10 A9

414 CURVA DE CRECIMIENTO EN UN PASO

Cuando se busca aislar bacteriofagos con el fin de aplicarlos en fagoterapia se
requiere que cumplan una serie de estandares, entre ellos es importante el tiempo de
latencia y sobre todo su Burst Size, para ello no hay una escala en especifico en la
que se deban basar; sin embargo es preferible que su periodo de latencia sea bajo ya
que esto hard que en el menor tiempo posible se puedan comenzar a replicar estos
viriones. Mientras que el Burst size se requiere que sea alto, porque esta es la razon
que se tiene a partir de un solo fago infecta una sola bacteria se obtendra esta

proporcion de un Unico complejo.

En la Tabla 11. Se observa que los periodos de latencia terminan entre los 20 a 35
minutos, como se sabe esto no depende Unicamente del bacteriéfago, sino también de
la cinética de crecimiento de la bacteria hospedera. En cuanto al Burst Size el rango
encontrado varia entre 3 del fago NS10683 ¢ SWI006 siendo el més bajo y 281 del
fago NSI0814 ¢ SWI001 siendo el mas alto valor encontrado mostrando asi una gran

capacidad y efectividad litica. Reportes previos indican que se encontraron periodos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

de latencia desde los 9 a los 25 min; mientras que el Burst Size va desde 22 hasta 409
UFP/ célula Infectada.”

Tabla 11. Resumen de la Curva de crecimiento de un paso.

Fago Periodo de Periodode  Burst Size

Latencia(min) Eclipse(min)

NSC0739 ¢ SWL001 20 min 15min 9.2
NSC0742 ¢ SWL003 25 min 25min 105
NSC0702 ¢ SWL007 20 min 15min 133
NSC0060 ¢ SWLO008 35 min 25min 60
NSC0950 ¢ SWL009 20 min 15min 191
NSI10814 ¢ SWI001 20 min 15min 281
NSC0742 ¢ SWI002 20 min 20 min 12
NSI10796 ¢ SWI003 25min 20min 14
NSI10925 ¢ SWI004 35 min 20min 174
NSI0683 ¢ SWI006 20 min 15 min 3

< NSC0739 ¢ SWL001
El fago present6 un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, su periodo de

eclipse fue aproximadamente hasta los 15min. Finalmente su Burst size fue de 9.2.

/ I BurstSize
1.E+05

l —— 5in
Cloroformo

== Con
Cloroformo

1.E+04

UFP/Célula

1.E+05

1.E+02 T T T 1

Tiempo (min)

Figura 38. Curva de crecimiento NSC0739 ¢ SWL001
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< NSCO0742 ¢ SWL003
El fago present6 un periodo de latencia aproximadamente a los 25 min, su

periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 25min. Finalmente su

Burst size fue de 105.

1,E+06
1,E+05
Eclipse

o LE+04 .
S Burst Size == "Sin
o} K Cloroformo
£ 1,E+03
: ¢ « == Con
‘§ Cloroformo

1,E+02 -

1E+01 Latencia

1,E+OO T T T 1

0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 39. Curva de crecimiento NSC0742 ¢ SWL003.
< NSC0702 ¢ SWL007
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, su
periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 15min. Finalmente su

Burst size fue de 133.
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N
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Figura 40. Curva de crecimiento NSC0702 ¢ SWL007
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7
°

NSCO0060 ¢ SWL008
El fago present6 un periodo de latencia aproximadamente a los 35 min, su
periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 25min. Finalmente su

Burst size fue de 60.

1,E+07

1,E+06
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'S
=
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0 2 60 80

40
Tiiempo (min)
Figura4l1. Curva de crecimiento NSC0060 ¢ SWL008.

% NSC0950 ¢ SWL009
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, su

periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 15min. Finalmente su
Burst size fue de 191.
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Figura 42. Curva de crecimiento NSC0950 ¢ SWL009.
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% NSI0814 ¢ SWI001
El fago present6 un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, su

periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 15min. Finalmente su

Burst size fue de 281.
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Figura 43. Curva de crecimiento NS10814 ¢ SW1001

% NSC0742 ¢ SWI002
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, al

igual que el periodo de eclipse. Finalmente su Burst size fue de 12.
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Figura 44 Curva de crecimiento NSC0742 ¢ SWI1002

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . |UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE .\ CATOLICA

(el :
TESIS UCSM =  DESANTA MARIA

% NSI0796 ¢ SWI003
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 25min, su
periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 20min. Finalmente su

Burst size fue de 14.
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Figura 45. Curva de crecimiento NS10796 ¢ SWI003.
% NSI0925 ¢ SWI004
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 35 min, su
periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 20min. Finalmente su

Burst size fue de 174.
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Figura 46. Curva de crecimiento NS10925 ¢ SWI004
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% NSI0683 ¢ SWI006
El fago presentd un periodo de latencia aproximadamente a los 20 min, su
periodo de eclipse fue aproximadamente hasta los 15min. Finalmente su

Burst size fue de 3.
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Figura 47. Curva de crecimiento NSI0683 ¢ SWI006

4.1.5 IDENTIFICACION DE FAGOS MYOVIRIDAE

Se ha reportado que la mayoria de fagos tienen doble cadena de ADN, por lo que los
primeros intentos fueron el de la extraccion de material genético se enfocaron en el
ADN, en adelante se puede utilizar las bandas obtenidas de la corrida electroforética

en gel para realizar otras pruebas como es el caso de la secuenciacion.

En el caso que no se llegasen a presentar bandas en la corrida electroforética, es que
no se traten fagos de ADN sino que sean fagos de ARN o que la extraccion del ADN

viral no fue correcta.

El producto de PCR que se desea encontrar, codifica el gp23 de la capside de los
bacteriofagos que pertenecen a la familia Myoviridae, este producto se encontr6
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aproximadamente en los 600pb al realizar la corrida electroforética.®®™ Se utiliz6
como control positivo el bacteriofago T4 ATCC® 11303-B41™ y como control
negativo se utilizé agua de PCR para verificar que no exista algin contaminante en la
reaccion de PCR.

De acuerdo a la Fig. 49 se determind que los bacteriéfagos NSC739dSWLO001,
NSC7020SWL007, NSCO60DdSWL008, NSC950dSWL009, NSC742dSWI002
NSI796SWI003, NSI925®SWI004, NSI683DSWI004 pertenecen a la familia
Myoviridae ya que presentan bandas aproximadamente a los 600bp. El bacteriéfago
NSI814pSWIO01 es negativo a la familia Myoviridae presentando una banda
aproximadamente a los 200pb, por otro lado el fago NSC742®SWL003 no se puede
determinar si pertenece o no a la familia, ya que se observa la presencia de una banda
leve aproximadamente a los que los a familia a la que pertenecen los 600pb.

600hp 600bp

Figura 48. Gel de agarosa al 1 %, Productos de PCR que detectan
gp23 de los bacteriofagos de la familia Myoviridae.
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4.1.6 IDENTIFICACION DE FAGOS PODOVIRIDAE

Los resultados de la PCR fueron negativos utilizando primers degenerados
especificos para regiones conservadas del ADN polimerasa de fagos como el T7
(Podoviridae) a partir de muestras ambientales. Se utiliz6 como control positivo el
bacteriofago T7 ATCC® BAA-1025-B2™ y como control negativo se utilizé agua de

PCR para verificar que no exista algin contaminante en la reaccion de PCR.

Se esperaba que la region amplificada esté aproximadamente en los 500bp.Al
observar la Fig 50. se pueden notar bandas en los bacteriofagos
NSC7020SWL007,NSC950DdSWL009 Y NSI925®SWI004 pero estas se encuentran por
encima de los 600bp.

Figura 49. Gel de agarosa al 1.5 %, Productos de PCR que detectan
bacteriofagos de la familia Podoviridae.
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No causa sorpresa encontrar que la mayoria de los bacteri6fagos estudiados
pertenezcan a la familia de Myoviridae, ya que esta familia abarca un gran porcentaje

en el orden de los Caudovirales.

4.1.6 TIPIFICACION DE BACTERIOFAGOS POR A (RAPD)-PCR

La huella de ADN fue investigada por la técnica del RAPD — PCR, para ello se
necesito un primer corto y arbitrario, como resultado se observan distintos patrones
de bandas entre las muetras analizadas. El RAPD-PCR es un procedimiento bastante
simple como se indica en la bibliografia revisada, ademas proporciona informacién
valiosa sobre la relacién de los bacteriofagos que han sido aislados, en distintos
estudios se puede notar que las bandas resultantes pueden ser distintas entre si, sin
embargo pueden estar directamente relacionadas. Es importante asegurarse de que el
ADN a amplificar esta libre de contaminantes debido a que el Unico primer usado en
RAPD es arbitrario por lo tanto, el ADN de otras fuentes también se puede
amplificar.”* Como se observa en la Fig. 51 el dendograma refleja el grado de
relacion genética que se tiene los distintos aislamientos de bacteriofagos y notar si
existe alguna diferencia de acuerdo al lugar de aislamiento. De esta forma se notan 2
grupos, el primero (arriba-abajo) estd conformado por los fagos NS1683D®SWI006,
NSC950 ®SWLO009, y los mas relacionados en este GRUPO NSI814 ®SWI001,
NSC702 ®SWL007. Mientras que el segundo grupo se subdivide a la vez entre los
fagos NS17420SWI1742, NSI796DSWI003, NSCO60DSWLO0S8 y el segundo grupo
con NS1925®SWI1004, NSC742DSWL003 Y NSC739DSWLI.

g = = Strain Number

NSI6B3@SWI006
NSC950@SWL00S

NSI814@SWI001

NSC7020SWL007
NSI74205W1002
NSI796®SWI003
NSCO60@SWL008

NSI925@SWI004
NSC7420SWL003

NSC7390SWLO001

Figura 50. Dendograma de los aislamiento de bacteriéfagos para A.baumanni .
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CAPITULO V

5.1 CONCLUSIONES

Primero: Para el aislamiento de bacteriéfagos liticos especificos para A. baumannii
se realizaron en total 257 pruebas a partir de muestras de agua residual (rios en zonas
muy contaminadas, de los cuales solo se pudieron aislar 48 (19%) cepas, se hicieron
27 aislamientos en la ciudad de Lima (11%) y 21 aislamientos en la ciudad de Iquitos
(8%). Mientras que no se pudo aislar bacteriéfagos en la ciudad de Arequipa. En la
ciudad de Lima se identifico que el punto de muestreo SWL009, de Planta de
tratamiento de aguas residuales TABOADA en el colector de desaglies de Lima-
norte, se pudo aislar 8 bacteriofagos; mientras que en lquitos se obtuvo mayor
cantidad de aislamientos en el punto SWI006, Moronacocha con 7 aislamientos. Por
lo que se puede corroborar que existe una mayor probabilidad de encontrar

bacteriofagos en las zonas donde existe mayor concentracion de contaminacion

Segundo: Se evidencio la presencia de fagos liticos por la formacion de zonas sin
crecimiento bacteriano (calvas) en las placas que previamente fueron inoculadas con

las muestras resepectivas.

Tercero: Las calvas formadas de los 10 bacteriofagos seleccionados, fueron
circulares sin colonias bacterianas es decir no mostraron resistencia bacteriana, todas
ellas formaron calvas mayor a 1.0mm y como maximo 1.6mm. 9 bacteriofagos
presentaron halo como resultado del efecto litico de los fagos en su bacteria
hospedera alcanzando como maximo un diametro de 5.2mm. Sin embargo el fago
NSC0702 ¢ SWLO007 no presento halo.

Cuarto: Se realiz6 la prueba de la Eficiencia de Calva, resultando ser un paso
trascendente para distintas pruebas posteriores, es recomendable trabajar con titulos
altos de fagos, en el caso que la concentracion de los bacteriofagos aislados fue baja;
se reconcentré hasta tener una concentracién minima de 10°. Al tratarse de entidades
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parasitarias, la replicacion es una técnica rapida y efectiva para tener grandes
concentraciones de fagos.

Quinto: Se utilizé un MOI de 0.01 en la prueba de Curva de Crecimiento, ya que asi
se asegura que la razén del complejo Fago-hospedero sea de un bacteriéfago por 100
bacterias, y que los resultados obtenidos sean los méas exactos posibles.

Sexto: La Curva de Crecimiento es una técnica importante para la caracterizacion de
los bacteriofagos, permitiéndonos conocer su periodo el latencia de los fagos
aislados; estos periodos se encuentran entre el minuto 20 en la mayoria de casos y
como maximo 35. Este resultado no es solo dependiente del bacteriéfago sino de la

misma cinética de la bacteria.

Séptimo: El rango del Burst Size obtenido de los bacteridéfagos seleccionados va
desde 3 a 281 fagos por célula bacteriana, esto es especifico para cada complejo de
fago-bacteria. Siendo de mayor importancia aquellos que obtengan un elevado burst
size, ya que esto facilitara la efectiva y rapida eliminacion de la bacteria que se desea
eliminar. Basandose en criterios basico, se determina que el fago NSI0814 ¢
SWI001 es de gran importante ya que tiene un periodo de latencia de
aproximadamente 20min y un burst size de 281 bacteriofagos a partir de una bacteria
infectada. Seguido de los aislamientos NSC0950 ¢ SWL009, NS10925 ¢ SWI004,
NSC0702 ¢ SWL007 y NSC0742 ¢ SWL003.

Octavo: Se determind mediante la técnica de PCR que ocho de los diez
bacteriéfagos seleccionadas pertenecen a la familia Myoviridae, obteniendo una
amplificacion aproximadamente a los 600pb, la prueba fue validada con el uso del
bacteriofago T4 ATCC® 11303-B41 que formo una banda a esta altura. El
bacteriéfago NSI814pSWI001 es negativo a la familia Myoviridae presentando una
banda aproximadamente a los 200pb, por otro lado el fago NSC742dSWL003 no se
puede determinar si pertenece o no a la familia, ya que se observa la presencia de una
banda leve aproximadamente en los 600pb propio de esta familia.
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Noveno: No se pudo determinar ningln fago aislado que pertenezca a la familia de
los Podoviridae. La prueba se determina como invalida ya que no amplificé ninguna
region del bacteriofago T7 ATCC® BAA-1025-B2.

Décimo: Al realizar la tipificacion mediante la técnica del RAPD-PCR con el uso de
primers degenerados, y la posterior generacion del dendograma se determind que no
existe diferencias genotipicas entre los bacteri6fagos aislados en los distintos puntos

de muestreo de agua entre las ciudades de Lima e lquitos.

5.2 RECOMENDACIONES.

Primero: En la metodologia de muestreo se recomienda el uso de material de
proteccion personal que permita evitar el contacto directo con las fuentes de

obtencidn de bacteriéfago las cuales pueden resultar toxicas.

Segundo: También es importante analizar a conciencia la ubicacion de los sitios de
muestreo para evitar la toma de muestras en aguas descontaminadas en las cuales

existe poca probabilidad de encontrar material bioldgico de interés.

Tercero: En el manejo en laboratorio es recomendable el uso de bioseguridad como
es el equipo de proteccion personal, camaras de flujo, mecheros, autoclave,
desinfectantes y evitar las corrientes de aire hacia el interior o exterior del

laboratorio.
Cuarto: Para el aislamiento de los fagos se recomienda escoger calvas aisladas, estas
deben ser totalmente transparentes para evitar cualquier tipo de contaminacion y/o

resistencia.

Quinto: La temperatura a la que deben ser almacenados debe ser a 4°C, en el caso
que se deban crioconservar las cepas, se les debe afiadir un 15% de Glicerol al buffer.
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Sexto: En el caso de la prueba de Eficiencia de Calva, se debe realizar previamente a
los estudios como por ejemplo la curva de crecimiento, ya que los fagos al ser

almacenado van perdiendo su concentracion con el tiempo.

Séptimo:_Se deben incluir otras pruebas como el rango hospedero, que permite
conocer las distintas cepas bacterianas a las que puede infectar un fago especifico.
Como es que altera su cinética frente el cloroformo o al UV. En la parte de biologiia
molecular se podria usar enzimas de restriccion para conocer el tamafio del genoma

del fago o la secuenciacion de su genoma.

Octavo: Como se explico anteriormente los fagos pueden presentar o no regiones
conservadas, por lo que la identificacion de las familias puede ser un tanto arbitraria,
por ello se sugiere realizar microscopia electrénica para corroborar los resultados
obtenidos de las muestras.
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CAPITULO VI ANEXOS

ANEXO N° 1: PUNTOS DE MUESTREO LIMA

6.1.1 LIMA SWLO001- HOSPITAL F.A.P.

Tanque que recolecta desagiie de

Desaglie a 50 cms. de la superficie
consultorios externos y oficinas. Punto 1

Panorama del Tanque

séptico que Extraccion en balde debido a la distancia
recolecta desagilie de Hospitalizacion vy

de 2 mts. a la superficie del desagiie
otros. Punto 2

-

P

Vaciado al frasco.
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6.1.2 LIMA SWL002- HOSPITAL MILITAR CENTRAL

Buzdn que recolecta desagiies de la zona Hospitalizacidn
y los Pabellones Ay B

Vaciado al frasco
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6.1.3 LIMA SWL003- RIO RIMAC

Rio Rimac en el Callao (Faucett /Morales o Toma de muestra con balde
Duarez). Punto 1

Toma de muestra en frasco # 1 de 1 Lt Limpieza y sellado para transporte

Toma de muestra del 2do. Punto,
Puente Libertadores en el Agustino. Rio
Rimac
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' ‘.‘, N W
Recoleccién en balde del desagiie que :
desemboca en el Rio Rimac Vaciado al frasco de 1Lt

6.1.4 LIMA SWLO008 Y SWL009 PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES TABOADA

Dos colectores: Interceptor Norte y Succidn del Interceptor Norte. Punto 1
Colector Comas-Chillén recolecta

desagues de 27 distritos.

Colector Comas-Chillén. Punto 2 Toma de muestra directa con la bomba
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ANEXO N° 2: PUNTOS DE MUESTREO IQUITOS

6.2.1 IQUITOS SWI 002 BELEN

Muestras tomadas del desagtie del Mercado de Beleny
la acequia del mismo poblado.
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6.2.2 IQUITOS SWI 006 MORONACOCHA

Laguna Moronacocha, época de creciente
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ANEXO N° 3: PUNTOS DE MUESTREO AREQUIPA

SWA 001 Congata, agua de desagtie SWA 002 Rio Chili, altura Tingo
ambiental

SWA 004 Sabandia, canal de agua
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ANEXO N° 4: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0739 ¢ SWL001

Tiempomin REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

0 1.E+05 2.E+03 3.E+04 5.E+04 6.E+04 3.E+04
5 1.E+04 3.E+03 1.E+04 9.E+03 5.E+03 3.E+03
10 2.E+03 1.E+02 2.E+02 6.E+02 8.E+02 4. E+02
15 9.E+02 1.E+02 1.E+03 8.E+02 7.E+02 3.E+02
2 20 7.E+02 6.E+02 2.E+03 1.E+03 9.E+02 4.E+02
§ 25 2.E+03 2.5E+04 6.9E+03 1.E+04 1.E+04 6.E+03
g 30 6.E+03 2.E+04 1.E+04 1.E+04 8.E+03 4.E+03
O 35 5.E+04 1.E+05 6.E+04 8.E+04 4.E+04 2.E+04
':,E, 40 4.E+05 1.E+05 1.E+05 2.E+05 1.E+05 7.E+04
45 1.E+05 1.E+05 2.E+05 1.E+05 7.E+04 3.E+04
50 6.E+05 3.E+05 3.E+05 4 .E+05 2.E+05 8.E+04
55 1.E+05 1.E+04 1.E+05 9.E+04 7.E+04 4.E+04
60 3.E+05 1.E+05 2.E+05 2.E+05 8.E+04 4.E+04
tiempo  REPLIC REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACIO  DESV/2
(min) Al 2 3 N
0 8.E+04 1.E+04  2.E+04 4.E+04 4.E+04 2.E+04
5 1.E+04  8.E+03  1.E+04 1.E+04 2.E+03 9.E+02
10 4.E+03  3.E+03  7.E+03 5.E+03 2.E+03 1.E+03
e 15 3.E+03 3.E+03  3.E+03 3.E+03 3.E+02 2.E+02
S 20 1.E+04  4.E+03  2.E+03 6.E+03 4.E+03 2.E+03
S 25  3.E+04 1E+04  1E+04  2.E+04 9.E+03 4.E+03
e 30 8.E+04 3.E+04  4.E+04 5.E+04 3.E+04 1.E+04
S 35 1.E+05  7.E+04  8.E+04 8.E+04 2.E+04 1.E+04
40 2.E+05 4.E+05  7.E+04 2.E+05 2.E+05 8.E+04
45 5.E+05 1.E+05 1.E+05 3.E+05 2.E+05 1.E+05
50 1.E+06 5.E+05 5.E+05 8.E+05 6.E+05 3.E+05
55 1.E+06  6.E+05  3.E+05 7.E+05 4.E+05 2.E+05
60 5.E+05 3.E+05 2.E+05 3.E+05 1.E+05 7.E+04

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N°5: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0742 ¢ SWL003

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 2.E+03 4.E+03 3.E+03 1.E+03 7.E+02
5 1.E+02 1.E+02
10 1.E+02 1.E+02
15 1.E+01 1.E+02 7.E+01 8.E+01 4.E+01
g 20 1.E+01 4.E+02 1.E+01 1.E+02 2.E+02 1.E+02
S 25 3.E+02 1.E+02 3.E+02 2.E+02 7.E+01 3.E+01
g 30 2.E+03 2.E+03
O 35 2.E+02 5.E+02 3.E+03 1.E+03 2.E+03 8.E+02
= 40 1.E+05 2.E+04 6.E+04 5.E+04 3.E+04
45 2.E+03 1.E+04 1.E+05 5.E+04 7.E+04 3.E+04
50 2.E+03 4.E+04 2.E+04 3.E+04 1.E+04
55 1.E+05 1.E+05
60 3.E+04 1.E+05 7.E+04 6.E+04 3.E+04
Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min)
0 2.E+02 1.E+03 6.E+02 6.E+02 5.E+02 2.E+02
5 2.E+02 8.E+02 1.E+02 4.E+02 4.E+02 2.E+02
10 1.E+02 7.E+02 2.E+02 3.E+02
- 15 2.E+02 2.E+02 3.E+02 3.E+02 7.E+01 4.E+01
g 20 3.E+02  6.E+02 2.E+02 4.E+02
5 25 2.E+02 3.E+02 2.E+02 2.E+02
S 30 3E+02  LEH03  2.E+03 1.E403 6.E402  3.E+02
s 35 4.E+02 1.E+03 1.E+03 1.E+03 5.E+02 3.E+02
et 40 1.E+04 1.E+04 1.E+04 1.E+03 7.E+02
45 3.E+04 3.E+04
50 1.0E+05  2.0E+03  5.E+04 7.E+04 4.E+04
55 1.E+05 3.0E+03 4.0E+03 4 E+04 6.E+04 3.E+04
60

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 6: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0702 ¢ SWL007

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 2.E+04 1.E+04 2.E+04 6.E+03 3.E+03
5 1.E+02 1.E+03 7.E+02 8.E+02 4.E+02
10 2.E+02 1.E+03 6.E+02 7.E+02 5.E+02 3.E+02
15 1.E+03 1.E+03 1.E+03 1.E+03 2.E+02 1.E+02
g 20 3.E+03 7.E+02 2.E+03 2.E+03 1.E+03 7.E+02
.§ 25 3.E+03 2.E+04 1.E+04 1.E+04 7.E+03
g 30 7.E+03 2.E+04 2.E+04 2.E+04 8.E+03 4.E+03
O 35 1.E+04 1.E+04 1.E+04 1.E+04 2.E+03 1.E+03
'% 40 4.E+04 1.E+05 9.E+04 7.E+04 3.E+04
45 4.E+04 8.E+04 2.E+04 4.E+04 3.E+04 1.E+04
50 1.E+05 2.E+05 3.E+04 1.E+05 9.E+04 4.E+04
55 2.E+05 5.E+05 1.E+05 3.E+05 2.E+05 1.E+05
60 1.E+06 9.E+05 2.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
tiempo REPLICA REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min) 1 2 3
0 2.E+04 1.E+04 2.E+04 6.E+03 3.E+03
5 4.E+02 1.E+03 3.E+03 1.E+03 1.E+03 6.E+02
10 2.E+02 5.E+02 6.E+02 4.E+02 2.E+02 1.E+02
g 15 8.E+02 1.E+03 1.E+03 1.E+03 3.E+02 1.E+02
,§ 20 6.E+03 1.E+04 9.E+03 8.E+03 2.E+03 9.E+02
g 25 2.E+04 6.E+04 4.E+04 4.E+04 2.E+04 1.E+04
2 30 3.E+04 6.E+04 8.E+04 6.E+04 3.E+04 1.E+04
S 35 9.E+04 1.E+05 1.E+05 3.E+04 1.E+04
40 9.E+04 1.E+05 1.E+05 1.E+05 3.E+04 2.E+04
45 3.E+05 3.E+05 3.E+05 1.E+04 6.E+03
50 2.E+05 3.E+05 2.E+05 3.E+05 6.E+04 3.E+04
55 8.E+05 2.E+06 1.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
60 2.E+06 1.E+06 2.E+06 2.E+06 3.E+05 2.E+05

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 7: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0060 ¢ SWL008

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 2.E+04 2.E+04 4.E+04 3.E+04 1.E+04 5.E+03
5 3.E+03 2.E+04 4.E+03 8.E+03 7.E+03 4.E+03
10 9.E+02 1.E+04 3.E+03 5.E+03 6.E+03 3.E+03
15 2.E+03 2.E+03 3.E+03 2.E+03 5.E+02 2.E+02
g 20 7.E+03 5.E+03 1.E+04 8.E+03 4.E+03 2.E+03
.§ 25 1.E+03 5.0E+03 1.6E+03 3.E+03 2.E+03 1.E+03
g 30 2.E+04 4.E+03 5.E+03 8.E+03 7.E+03 4.E+03
O 35 1.E+04 4.E+03 2.E+04 1.E+04 7.E+03 3.E+03
'% 40 6.E+03 8.E+04 4.E+04 5.E+04 3.E+04
45 1.E+05 2.E+04 1.E+05 9.E+04 7.E+04 3.E+04
50 2.E+05 4.E+04 1.E+05 1.E+05 6.E+04 3.E+04
55 3.E+04 1.E+05 3.E+05 1.E+05 1.E+05 7.E+04
60 9.E+05 3.E+05 1.E+06 8.E+05 4.E+05 2.E+05
tiempo  REPLIC REPLICA REPLIC PROMEDIO DESVIACIO  DESV/2
(min) Al 2 A3 N
0 3.E+04 2.E+04 2.E+04 2.E+04 3.E+03 1.E+03
5 2.E+03 1.E+04  4.E+03 6.E+03 5.E+03 2.E+03
10 2.E+02  2.E+03 3.E+03 2.E+03 2.E+03 8.E+02
g 15 3.E+03 2.E+03  3.E+03  3.E+03 5.E+02 2.E+02
,§ 20 1.E+02  2.E+02 2.E+02 2.E+02 4.E+01 2.E+01
S 25 2E402  2.E+02
2 30 2.E+03 1.E+04 2.E+03 5.E+03 5.E+03 3.E+03
S 35 1.E+04  2.E+03 7.E+02 4.E+03 5.E+03 3.E+03
40 3.E+04 4.E+04 4.E+04 4.E+04 9.E+03 4.E+03
45 1.0E+03 1.E+05 5.E+04 7.E+04 4.E+04
50 1.e+05 1.4E+05 2.E+05 2.E+05 6.E+04 3.E+04
55 1.E+06 1.2E+06 2.E+06 1.E+06 2.E+05 1.E+05
60 1.E+06 4.E+04 2.E+04 4.E+05 7.E+05 3.E+05

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 8: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0950 ¢ SWL009

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 2.E+04 6.E+03 2.E+04 1.E+04 6.E+03 3.E+03
5 3.E+03 6.E+03 7.E+03 5.E+03 2.E+03 1.E+03
10 3.E+02 5.E+02 1.E+03 7.E+02 5.E+02 2.E+02
15 3.E+03 9.E+02 3.E+03 2.E+03 1.E+03 6.E+02
g 20 2.E+03 6.E+03 4.E+03 3.E+03 2.E+03
é 25 1.E+03 3.E+04 1.E+05 5.E+04 6.E+04 3.E+04
g 30 3.E+04 2.E+05 4.E+05 2.E+05 2.E+05 1.E+05
O 35 3.E+05 2.E+05 3.E+05 2.E+05 7.E+04 3.E+04
;% 40 2.E+05 2.E+05 5.E+05 3.E+05 1.E+05 7.E+04
45 4.E+05 2.E+05 3.E+05 3.E+05 1.E+05 5.E+04
50 9.E+05 2.E+06 1.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
55 1.E+06 2.E+06 3.E+06 2.E+06 8.E+05 4.E+05
60 3.E+06 2.E+06 6.E+06 4.E+06 2.E+06 1.E+06
Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min)
0 2.E+04 2.E+04 2.E+04 1.E+03 7.E+02
5 1.E+02 1.E+02 2.E+02 1.E+02 6.E+01 3.E+01
10 2.E+03 1.E+01 3.E+01 7.E+02 1.E+03 6.E+02
g 15 3.E+02 2.E+02 3.E+02 7.E401  4.E+01
,§ 20 3.E+02 1.E+02 1.E+03 5.E+02 5.E+02 3.E+02
g 25 6.E+03 4.E+03 3.E+03 4.E+03 2.E+03 9.E+02
2 30 8.E+03 3.E+04 2.E+04 1.E+04 7.E+03
S 35 1.E+05 3.E+04 1.E+05 9.E+04 6.E+04 3.E+04
40 2.E+05 6.E+03 1.E+05 1.E+05 8.E+04 4.E+04
45 1.E+04 2.E+05 8.E+04 1.E+05 5.E+04
50 5.E+05 4.E+05 1.E+05 3.E+05 2.E+05 1.E+05
55 4.E+05 5.E+05 3.E+05 4.E+05 9.E+04 4.E+04
60 6.E+05 7.E+05 8.E+06 3.E+06 4.E+06 2.E+06

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 9: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSI0814 ¢ SWL001

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 2.E+05 2.E+05 2.E+05 2.E+05 4.E+04 2.E+04
5 6.E+04 5.E+04 3.E+04 4.E+04 2.E+04 8.E+03
10 4.E+04 3.E+04 3.E+04 3.E+04 6.E+03 3.E+03
15 9.E+03 8.E+03 9.E+03 6.E+02 3.E+02
g 20 1.E+04 2.E+04 8.E+03 1.E+04 6.E+03 3.E+03
§ 25 2.E+05 3.E+05 1.E+05 2.E+05 6.E+04 3.E+04
g 30 4.E+05 5.E+05 3.E+05 4.E+05 1.E+05 7.E+04
O 35 7.E+05 7.E+05 4.E+05 6.E+05 2.E+05 8.E+04
':,E, 40 9.E+05 2.E+06 1.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
45 2.E+06 2.E+06 1.E+06 2.E+06 5.E+05 3.E+05
50 4.E+06 4.E+06 3.E+06 4.E+06 8.E+05 4.E+05
55 9.E+06 1.E+07 6.E+06 9.E+06 4.E+06 2.E+06
60 2.E+07 1.E+07 7.E+06 1.E+07 7.E+06 3.E+06
tiempo REPLIC REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min) Al 2 3
0 2.E+05  3.E+05 6.E+04 2.E+05 1.E+05 6.E+04
5 4 E+04 4 E+04 2.E+04 4.E+04 1.E+04 6.E+03
10 1.E+04 2.E+04  2.E+04 2.E+04 5.E+03 3.E+03
g 15 5.E+03 4 E+03 2.E+03 4.E+03 2.E+03 8.E+02
,_§ 20 9.E+03 6.E+04 3.E+04 3.E+04 3.E+04 1.E+04
g 25 2.E+05  3.E+05 1.E+05 2.E+05 9.E+04 5.E+04
‘é 30 6.E+05 1.E+06 1.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
S 35 1.e+06  2.E+06 1.E+06 2.E+06 4.E+05 2.E+05
40 2.E+06  4.E+06 3.E+06 3.E+06 1.E+06 5.E+05
45 4.E+06  1.E+06 3.E+06 3.E+06 1.E+06 6.E+05
50 2.E+07  8.E+07 1.E+07 4.E+07 3.E+07 2.E+07
55 6.E+06  3.E+07  2.E+07 2.E+07 1.E+07 6.E+06
60 5.E+07 6.E+07  2.E+07 4.E+07 2.E+07 1.E+07

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 10: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSC0742 ¢ SW1002

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 1.E+06 2.E+05 2.E+05 5.E+05 5.E+05 2.E+05
5 2.E+04 2.E+04 2.E+04 2.E+04 3.E+03 2.E+03
10 3.E+04 2.E+03 2.E+04 2.E+04 1.E+04 7.E+03
15 4.E+03 3.E+03 1.E+04 6.E+03 3.E+03 2.E+03
g 20 2.E+03 2.E+03 3.E+03 2.E+03 7.E+02 4.E+02
.§ 25 6.E+04 3.E+04 2.E+03 3.E+04 3.E+04 2.E+04
g 30 1.E+05 1.E+05 3.E+04 9.E+04 6.E+04 3.E+04
O 35 2.E+05 2.E+05 2.E+05 2.E+05 3.E+04 2.E+04
;% 40 6.E+05 7.E+05 7.E+05 7.E+05 7.E+04 3.E+04
45 2.E+06 1.E+06 1.E+06 1.E+06 4.E+05 2.E+05
50 5.E+06 1.E+06 1.E+06 2.E+06 2.E+06 1.E+06
55 4.E+05 9.E+05 2.E+06 1.E+06 8.E+05 4.E+05
60 2.E+06 1.E+06 2.E+06 2.E+06 5.E+05 2.E+05
tiempo REPLICA REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACIO DESV/2
(min) 1 2 3 N
0 8.E+04 5.E+05 9.E+05 5.E+05 4.E+05 2.E+05
5 8.E+04 6.E+04 1.E+05 9.E+04 4.E+04 2.E+04
10 6.E+04 6.E+04 6.E+04 6.E+04 5.E+03 3.E+03
g 15 3.E+04 1.E+04 2.E+04 2.E+04 7.E+03 4.E+03
,§ 20 9.E+03 1.E+04 1.E+04 1.E+04 2.E+03 1.E+03
g 25 3.E+04  2.E+04 1.E+05 5.E+04 5.E+04 2.E+04
S 30 6.E+04  9.E+04  1.E+05 8.E+04 3.E+04 1.E+04
8 35 2.E+05 1.E+05 2.E+05 2.E+05 5.E+04 2.E+04
40 4.E+05 4.E+05 1.E+05 3.E+05 2.E+05 8.E+04
45 2.E+05 4.1E+05 5.E+05 4.E+05 1.E+05 7.E+04
50 2.E+06 4.1E+05 5.E+05 9.E+05 8.E+05 4.E+05
55 3.Ee+06 1.5E+06  8.E+05 2.E+06 1.E+06 6.E+05
60 2.E+06  8.E+05 1.E+07 6.E+06 7.E+06 4.E+06

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 11: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSI10796 ¢ SWI1003

Tiempo REPLICA REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min) 1 2 3
0 5.E+04 2.E+05 4.E+04 8.E+04 6.E+04 3.E+04
5 3.E+04 2.E+04 3.E+04 3.E+04 6.E+03 3.E+03
10 3.E+04 1.E+04 2.E+04 2.E+04 7.E+03 3.E+03
15 8.E+03 4.E+03 1.E+04 7.E+03 3.E+03 2.E+03
g 20 4.E+03 5.E+03 7.E+03 5.E+03 1.E+03 7.E+02
.§ 25 2.E+03 3.E+03 3.E+03 9.E+02 5.E+02
g 30 3.E+03 1.E+04 8.E+03 7.E+03 4.E+03 2.E+03
O 35 2.E+04 1.E+04 2.E+04 2.E+04 3.E+03 1.E+03
;% 40 1.E+04 6.E+03 1.E+05 4.E+04 6.E+04 3.E+04
45 1.E+04 2.E+04 2.E+04 1.E+04 3.E+03 1.E+03
50 3.E+03 8.E+03 2.E+05 5.E+04 8.E+04 4.E+04
55 8.E+04 9.E+04 8.E+04 9.E+03 5.E+03
60 2.E+04 3.E+04 2.E+05 8.E+04 1.E+05 5.E+04
tiempo REPLICA REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACIO DESV/2
(min) 1 2 3 N
0 7.E+04 1.E+05 1.E+05 9.5000E+04 2.E+04 1.E+04
5 6.E+04  8.E+04 1.E+04  5.0400E+04 3.E+04 2.E+04
10 3.E+04  2.E+04 4.E+04  2.9500E+04 1.E+04 7.E+03
g 15 1.E+04 1.E+04 1.E+04  1.1900E+04 2.E+03 1.E+03
§ 20 6.E+03  5.E+03 7.E+03  6.1267E+03 9.E+02 4.E+02
g 25 2.E+04  2.E+04 2.E+04  1.8500E+04 4.E+03 2.E+03
‘é 30 3.E+04 2.E+04 2.E+04 2.1167E+04 5.E+03 3.E+03
S 35 1.E+05 1.E+05 7.E+04  9.4700E+04 3.E+04 1.E+04

40 1.E+05 1.E+05 7.E+04  1.1003E+05 4.E+04 2.E+04
45 4.E+04  4.E+04 4.E+04  3.8333E+04 4.E+03 2.E+03

50 3.E+05 4. E+04 1.4650E+05 2.E+05 8.E+04
55 6.E+05 7.E+05 6.4850E+05 4.E+03 2.E+03
60 1.E+06 1.E+06 1.2860E+06 1.E+05 7.E+04

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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ANEXO N° 12: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSI0925 ¢ SWI1004

Tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min)
0 1.E+06 1.E+06 1.E+06 2.E+05 9.E+04
5 1.E+05 5.E+04 1.E+05 9.E+04 4 E+04 2.E+04
10 6.E+04 1.E+05 8.E+04 8.E+04 3.E+04 2.E+04
15 6.E+04 9.E+04 6.E+04 7.E+04 2.E+04 8.E+03
g 20 5.E+04 2.E+05 8.E+04 1.E+05 6.E+04 3.E+04
S 25 2.E+05 1.E+05 5.E+04 1.E+05 1.E+05 5.E+04
g 30 2.E+05 2.E+05 2.E+05 2.E+05 2.E+04 8.E+03
O 35 1.E+05 1.E+05 4.E+05 2.E+05 2.E+05 8.E+04
= 40 2.E+06 1.E+06 8.E+05 2.E+06 8.E+05 4.E+05
45 3.E+06 3.E+06 1.E+06 3.E+06 1.E+06 5.E+05
50 6.E+06 5.E+06 7.E+06 6.E+06 1.E+06 5.E+05
55 6.E+06 7.E+06 5.E+06 6.E+06 9.E+05 5.E+05
60 1.E+07 1.E+07 3.E+06 1.E+07 6.E+06 3.E+06
tiempo REPLICA1 REPLICA2 REPLICA3 PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min)
0 7.E+05 1.E+05  3.7650E+05 4.E+05 2.E+05
5 2.E+05 1.E+05 3.E+05  2.0567E+05 7.E+04 3.E+04
10 1.E+05 2.E+05 1.E4+05  1.3007E+05 4.E+04 2.E+04
g 15 8.E+04 8.1500E+04
S 20 9.E+04 8.5300E+04
g 25 2.E+05 8.E+04 2.E+05  1.4300E+05 6.E+04 3.E+04
2 30 1.E+05 2.E+05 5.E4+05  2.6867E+05 2.E+05 9.E+04
S 35 4.E+05 5.E+05 4.E+05  4.3733E+05 7.E+04 3.E+04

40 5.E+06 4.E+06 2.E+05  3.1657E+06 3.E+06 1.E+06
45 9.E+06 8.E+06  8.3250E+06 6.E+05 3.E+05
50 8.E+07 2.E+07 2.E+07  3.9227E+07 4.E+07 2.E+07
55 4.E+07 5.E+07 5.E+06 3.0537E+07 2.E+07 1.E+07
60 3.E+07 2.E+07 4.E+07  3.0567E+07 1.E+07 5.E+06
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ANEXO N° 13: TABLAS CURVA DE CRECIMIENTO NSI0683 ¢ SWL006

Tiempo REPLICA REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACION DESV/2

(min) 1 2 3
0 3.E+05 2.E+05  2.E+05 2.E+05 6.E+04 3.E+04
5 5.E+04 7.E+04 3.E+04 5.E+04 2.E+04 8.E+03
10 2.E+04 5.E+04 2.E+04 3.E+04 2.E+04 8.E+03
15 1.E+04 1.E+04  6.E+03 1.E+04 5.E+03 3.E+03
g 20 9.E+03  8.E+03  8.E+03 8.E+03 8.E+02 4.E+02
S 25 4.E+04 3.E+04  6.E+04 4.E+04 2.E+04 9.E+03
g 30 2.E+05 5.E+04  1.E+05 1.E+05 5.E+04 3.E+04
O 35 3.E+05 5.E+05 5.E+05 4.E+05 8.E+04 4.E+04
= 40 1.E+06  7.E+05  1.E+06 1.E+06 3.E+05 1.E+05
45 2.E+06 1.E+06  2.E+06 2.E+06 5.E+05 2.E+05
50 3.E+06 2.E+06  2.E+06 2.E+06 8.E+05 4. E+05
55 2.E+06 4.E+06  2.E+06 3.E+06 1.E+06 6.E+05
60 5.e+06 1.E+07 4.E+06 8.E+06 5.E+06 3.E+06
tiempo REPLIC REPLICA REPLICA PROMEDIO DESVIACION DESV/2
(min) Al 2 3
0 3.E+04 4.E+03  1.50E+04 2.E+04 8.E+03
5 2.E+03  1.E+04  1.E+03  5.00E+03 6.E+03 3.E+03
10 1.E+03 1.00E+03
g 15 2.E+02  2.E+02  2.00E+02 0.E+00 0.E+00
S 20 2.E+03  2.E+03  4.E+02  1.37E+03
S 25  2.E+03 7.E+02 3.E+03  1.67E+03
e 30 1.E+03 2.E+03  1.50E+03 7.E+02 4.E+02
S 35 7.E+03 1.E+04 4.E+03  7.00E+03 3.E+03 2.E+03
40 2.E+04  2.E+04 1.90E+04 3.E+03 1.E+03
45 2.E+05 1.51E+05
50 2.E+04 7.0E+03 4.0E+03 1.10E+04 1.E+04 5.E+03
55 2.E+04 2.00E+04
60 2.E+04 2.00E+04
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