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Resumen: Pseudomonas aeruginosa cada vez se ha vuelto mas resistente a los
antibioticos, por lo que ha adquirido mas mecanismos de resistencia, aumentando
su virulencia. Por esto mismo se ha buscado una alternativa al uso desmedido de
estos mismos. El uso de bacteriofagos ha sido un sustituyente eficaz para
combatir a esta bacteria multidrogoresistente (MDR). La importancia de esta
investigacién radica en aislar y caracterizar bacteriéfagos con el potencial
terapéutico de poder infectar P. aeruginosa. Para ello se amplificaron y purificaron
diversos bacteri6fagos, que fueron evaluados tanto in vitro como in vivo en
Galleria mellonella (Polilla de cera). Entre los resultados obtenidos se encontraron
6 muestras con fagos de las 15 probadas, obtenidas a un titulo de 10% a
10° UFP/mL. En el rango de huésped en cepas MDR los 6 bacteriéfagos tienen
un amplio rango de huésped, sin embargo, los mas destacados es el fago CU y
C2. Por otra parte en el trabajo también se aislaron mutantes resistentes a los
fagos. En el aislamiento de mutantes de la cepa RME 58 hubo una ligera lisis en
combinacion en el goteo de los fagos al igual que en curvas de crecimiento.
También se hizo un antibiograma de estas, las cuales no tuvieron diferencias
significativas en el perfil de resistencia a antibiéticos. En el modelo in vivo en G.
mellonella no hubo eficiencia en los fagos, a excepcion en mutantes donde el fago
C2 tuvo una tasa de supervivencia del 50 %. La identificacion de bacteriéfagos con
la capacidad de poder infectar con mayor eficiencia a cepas MDR sobresale los
fagos CU y C2 con un potencial terapéutico.

Palabras clave: Bacteri6fagos, multidrogoresistente, aislamiento, caracterizacion
y antibioticos.
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Introduccién

Los bacteri6fagos son los microorganismos mas abundantes en el
mundo, aproximadamente en un total de 103° a 1032 fagos como masa bioldgica
(Dini, 2011). Son virus capaces de provocar una infeccion o lisis a las bacterias.
Por esto mismo tienen una gran importancia en el area clinica y de investigacion
para combatir enfermedades causadas por bacterias patégenas como lo es
Pseudomonas aeruginosa (Arimendi, et al. 2015). El uso de fagos como terapia
actualmente es una alternativa a muchos antibiéticos en paises de Occidente
(Harper, 2018). Sin embargo, ha sido una tarea complicada, el seleccionar un fago
adecuado para una cepa especifica de bacteria y el riesgo de que ellas mismas
desarrollen un mecanismo de resistencia ante ellos (Furfaro, et al. 2018).

Las bacterias tienen diferentes mecanismos de resistencia ante los
ataques de los fagos, uno de ellos son las mutaciones espontaneas, las cuales
pueden modificar sus propios receptores de su superficie (Oechslin, 2018). Los
principales receptores a fagos que componen las bacterias Gram negativas como
P. aeruginosa son los lipopolisacéridos, flagelos y proteinas de la membrana
externa. Ademas de que también tienen la capacidad de formar biopeliculas que la
pueden proteger del estrés ambiental, la fagocitosis y los bacteriéfagos (Chegeni,
et al. 2020).

Una de las investigaciones que aborda el uso de los bacteriéfagos contra
P. aeruginosa es la de Chegeni et al. 2020 en la que discuten el uso de la terapia
con bacteriéfagos para inhibir esta bacteria multirresistente. Yuan et al. (2019)
aislaron y purificaron fagos para poder encontrar los mas viables para infectar
varias cepas de agente infeccioso. Un trabajo similar al anterior es el de Oliveria et
al. (2020) en el que identifica y caracteriza bacteri6fagos nuevos capaces de
infectar cepas de P. aeruginosa resistentes a multiples farmacos.

Es de gran importancia identificar nuevas cepas de fagos con el potencial
terapéutico contra P. aeruginosa. Por lo que el objetivo de este estudio fue
identificar bacteriéfagos activos aislados de muestras de aguas de diferentes
partes de la Ciudad de México, el interior del pais y del extranjero. Después de
aislarlos se determinard su rango de infeccion en una coleccion de cepas de P.
aeruginosa multidrogoresistentes (MDR) aisladas de pacientes con neumonia y se
generaran combinaciones de estos, los cuales se utilizardn para eliminar a estas
cepas in vitro e in vivo en el modelo de infeccion de Galleria mellonella.



Planteamiento del problemay justificacion

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos mas comunes que
causan infecciones nosocomiales dificiles de tratar por ello mismo es necesario
ver la posibilidad de aislar bacteriofagos con capacidad de eliminar o re
sensibilizar a los antibiéticos a cepas de Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes a antibiéticos. Esta bacteria provoca un dafio tisular extenso con
diversos factores de virulencia, y debido a su produccién de biopeliculas desarrolla
infecciones cronicas y resistentes a los antibidticos (Vaitekenas, et al. 2021).
Segun el informe de los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
de EE. UU., se estima que cada afio se producen en los Estados Unidos
aproximadamente 51,000 infecciones relacionadas con la atencion de la salud
causadas por P. aeruginosa y el 13 % de estas infecciones son multirresistentes
(MDR), con aproximadamente 400 muertes por afio atribuidas a dichas infecciones
(Tkhilaishvili, et al. 2019). Por esta razon, existe la necesidad urgente del
descubrimiento y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos capaces de
eliminarla. El uso de bacteri6fagos tiene un enfoque prometedor para combatir
cepas de P. aeruginosas resistentes a los antibioticos.

Un caso muy relevante en el uso de bacteri6fagos es mencionado por
Van Nieuwenhuyse et al. (2022) quienes muestran un caso clinico de un nifio que
padecia atresia biliar, quien fue atendido en el hospital universitario Saint-Luc. El
dia 20 mostraron que después de realizar un antibiograma de la cepa aislada, se
mostré una gran resistencia a los antibioticos. En el dia 53 el nifio presento
estenosis biliares intrahepatica y septicemia severa por P. aeruginosa. Por lo que
en el dia 58, se le aplico la terapia de fagos, el cual utilizaron un coctel de fagos
nombrado como BFC1 en el que contenia dos cepas en especifico para esta
bacteria (PNM Y 14-1) por lo que posteriormente al suministrarlos fueron
secuenciados, caracterizados y aprobados. Se le suministr6 10 ml de BFC1 y al
cabo de 8 dias se le duplicé la dosis. Esto condujo a la erradicacion de este
patdgeno, y el nifio se estabilizo al pasar de los dias.

Objetivo general

Identificar los bacteriéfagos que infectan a cepas multidrogoresistentes
(MDR) de Pseudomonas aeruginosa

Objetivos especificos

1. Aislar y purificar los bacteriéfagos activos de diferentes muestras de
agua residuales de la CDMX y de diferentes partes del mundo en P.
aeruginosa



2. Caracterizar mediante curvas de inhibicion y crecimiento los
bacteri6fagos activos en P. aeruginosa y su rango de hospedero.

3. Probar la eficacia de combinaciones de bacteri6fagos in vitro contra
cepas multidrogoresistentes (MDR) y sus clonas resistentes de P.
aeruginosa

4. Probar la eficacia de combinaciones de bacteriéfagos in vivo en el
modelo de Galleria mellonella (Polilla de la cera) contra cepa MDR y
clonas resistentes de P. aeruginosa

Marco Tedrico

P. aeruginosa es una bacteria aerobia Gram negativa, movil, no
formadora de esporas, oxidasa positiva y no fermentadora de lactosa. Debido a la
produccion de pigmentos solubles en agua como la pioverdina, que es un
pigmento fluorescente amarillo verdoso, y la piocianina, que es un pigmento azul
verdoso, es facilmente detectable en agar (Kang, et al. 2019). También son
productoras de betalactamasas que se asocian con la aparicion tardia de VAP
donde se ven tasas de letalidad mas altas que las causadas por otras bacterias (
Pachori, et al. 2019).

Las bacterias multidrogoresistentes (MDR) son capaces de formar
biopeliculas, las cuales son definidas como comunidades bacterianas adheridas a
la superficie que pueden causar graves enfermedades (Thi, et al. 2020). Un paso
importante en la formacién de las biopeliculas es la deteccion de | X||zza
superficie, donde las células plancténicas nadan libremente, como P. aeruginosa,
en la que hay al menos dos circuitos de deteccion de superficie distintos, los
sistemas Wsp y Pil-Chp, que pueden contribuir a iniciar la formacién de
biopeliculas (Lee, et al. 2020). Las cepas PAO1, se adhieren relativamente rapido
a una superficie en comparacion con lo que ocurre con PA14, lo que da como
resultado que PAO1 muestre un aumento constante y progresivo de una poblacion
de células superficiales que se une de forma irreversible (es decir, se compromete
a formar biopeliculas) (Armbruster, et al. 2019).

El aislamiento de fagos activados para uso terapéutico contra diferentes
especies bacterianas es especial para garantizar que exhiban un ciclo de vida
bactericida, sean activos frente a bacterias clinicamente relevantes y no
contengan genes bacterianos que puedan mejorar la aptitud de la bacteria
(Vaitekenas, et al. 2021). Un ejemplo claro es la investigacion de Yuan, et al.
(2019) en la que examinaron el bacteri6fago vB_PaeM LS1 como bacteridfago
terapéutico, analizaron su genoma el cual constaba una molécula de ADN lineal
de doble cadena de 66.095 pb de longitud y con un contenido de G + C del 55,7
%. También analizaron la unién de la gran subunidad terminasa mostrando que el
bacteriéfago vB_PaeM_LS1 tenia similitud con el género Pbunavirus. Por lo que



su potencial del bacteriéfago litico para alterar las biopeliculas de P.aeruginosa lo
evaluaron mediante microscopia electronica de barrido y recuento bacteriano. En
este estudio revelaron que el bacteri6fago vB_PaeM LS1 con su efecto litico
mostro un alto impacto potencial en la inhibicion del crecimiento de la formacion de
biopeliculas de P. aeruginosa.

Otra investigacion es la de Sharma et al. (2021), en la que aislaron y
caracterizacion detalladamente al fago DRL-P1 altamente litico aislado de aguas
residuales en la que aparecié como miembro de la familia de fagos Myoviridae,
presentando una absorcién rapida (~ 5 min), latencia corta (~ 30 min) y gran
tamafno de rafaga (~ 100 PFU por célula infectada). No identificaron genes de
resistencia a toxinas o antibioticos y su tolerancia a las técnicas de liofilizacion,
encapsulaciéon, conservando la actividad litica incluso después de 18 meses de
almacenamiento, demostrando el potencial descontaminante de DRL-P1 por lo
que sugieren que es un buen candidato para futuras aplicaciones.

Metodologia

Se utilizé una cepa de referencia de P. aeruginosa PA14 proveniente de
pacientes con quemaduras las cuales fueron provistas por el Dr. Rafael Franco
Cendejas del Instituto Nacional de Rehabilitacion y una cepa ambiental aislada.
Las cepas de pacientes con quemaduras provienen de una coleccién de 200 y
fueron seleccionadas mediante la aplicacion de campos pulsados para descartar
redundancia gendémica (Lopez, et al., 2019).

Los bacteriéfagos inicialmente se trabajaron con una coleccién de 15
fagos provenientes de diversos rios contaminados los cuales fueron aislados vy
parcialmente caracterizados por el colaborador Daniel Cazares del Centro de
Ciencias Genomicas de la UNAM (Cazares, et al.,, 2021) y posteriormente se
procedid a aislar mas de diversas fuentes ambientales, como cuerpos de agua y
suelos. Para aislar y caracterizar la capacidad litica de los fagos se utilizé la cepa
PA 14 de referencia, por el método de goteo en placa, el cual se llevd a cabo en
doble tapiz en medio sélido de Lysogeny Broth (LB) a una concentracion del 0.7 %
goteando 5u de fago filtrado. Los fagos que produjeron placas de lisis claras en la
primera amplificacion (indicativo de que podrian ser liticos) en por lo menos alguna
de las cepas clinicas fueron aislados y purificados por ultracentrifugacion
(Jenkinson, 2018).

Para cumplir con los objetivos 2 y 3, una vez que se identificaron a los
fagos liticos candidatos, se procedioé a infectar a cepas MDR y a aislar variantes
mutantes resistentes a su infeccidon (por ejemplo, aquellas clonas que crezcan
dentro de las placas de lisis). Las clonas potencialmente resistentes a la infeccion
se verificardn mediante nuevos ensayos de infeccion en placa y curvas de



crecimiento en presencia de los fagos. Posteriormente se determinara si estas
cepas resistentes sufrieron cambios en sus perfiles de resistencia a los 10
antibiéticos mas comunmente usados (piperacilina, ceftazidima, ceftriaxona,
cefepima, doripenem, meropenem, amikacina, gentamicina, ciprofloxacino vy
tigeciclina) para tratar infecciones causadas por P. aeruginosa mediante el método
de micro dilucion seriada en placa (Hyman, 2019).

Aquellos fagos que promovieron la resistencia a su infeccion que
ocasionaron una disminucién en la resistencia de sus hospederos a alguno o
varios de los antibidticos se seleccionaron para estudios posteriores que incluiran
la caracterizacion de los mecanismos implicados en la sensibilizacion a los
antibioticos. Finalmente, para el objetivo 4, se utilizaron larvas del insecto Galleria
mellonella en las que se hizo una dilucién 10 del precultivo de la cepa utilizada,
inyectando 20uL en la segunda o tercera propagacion, para evaluar la letalidad de
las cepas originales, la eficacia de los fagos liticos seleccionados para aumentar la
sobrevivencia de las larvas y eliminar a las bacterias in vivo (Ramarao, et al.
2012).

Analisis estadisticos

En los andlisis estadisticos se utilizdé herramientas como Excel y
GraphPad prism 8.02. Los cambios en la sensibilidad a antibiéticos se analizaron
mediante pruebas de ANOVA de una via para datos independientes y la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis (Soto, 2013). La supervivencia de Galleria
mellonella se analizé mediante curvas tipo Kaplan-Meyer (Ricra, 2020). Si los
datos no cumplen la normalidad y/o homogeneidad de varianza, se utilizara la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Resultados
Aislamiento y caracterizacion de los bacteri6fagos activos

En total se aislaron 15 muestras de aguas residuales, de las cuales 8 (01,
02, 03, 04, C1, C2, C3 y C4) son pertenecientes a la laguna Mandinga en
Veracruz, 5 muestras (P.V 1, 2, 3, 4 y 5) son del rio Mismaloya de Puerto Vallarta
y 2 (CU y Cardio) fueron recolectadas de charcos de agua de Ciudad Universitaria
en la CDMX y el otro en los alrededores del Instituto Nacional de Cardiologia.
Estas mismas muestras se utilizé el método de goteo en placas para su primera
amplificacion, utilizando la cepa PA14 como hospedero, se goteo las muestras de
agua, obteniendo solo 6 muestras con fagos activos (Figura 1). Después se
procedi6 a purificar el fago estriandolo para después hacer una segunda
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amplificacion en la que se obtuvo con un titulo alto los fagos CU con
1.96x10° UFP/mL y el fago C2 con 1.96x10%° UFP/mL (Tabla 1).

Figura 1. Goteo en placas de las muestras de agua.

Tabla 1. Titulacién de bacteriéfagos de dos amplificaciones (UFP/mL).

Primer Segunda
amplificacion amplificacion Titulo
Bacteriofagos  Titulo 1en -6 2en -6 En dilucién en -8
1 6.8x7010 4x108 -
2 4x108 9.2x10° -
4 2.2x1010 1.4x10° -
c2 1.5x10° 1.96x101° -
CuU 1.7x10° 1.24x10%° -
Cardio 1.2x10%° 3.8X10° 1.5x10t

La secuenciacion del DNA fagico no se pudo realizar por falta de tiempo,
sin embargo, es un punto de partida para futuras investigaciones. Para ver el
rango de hospedero se goteo en cepas multidrogoresistentes obteniendo el fago
CU y C2 como capaces de poder identificar lisis claras en las cepas RME 118,
RME 58, RME 60 RME 22, RME 66, RME101, E12, E1, MT2 y PAO1 de P.
aeruginosa (Tabla 2) (Figura 2. Anexo). El fago 02 y 04 solo pudieron lisar
claramente las cepas RME 66, RME101, E12, E1, MT2 y PAOL. Por ultimo, con un
menor rango de hospedero esta el fago 01 solo las cepas RME 66, RME101, E12,
E1l, MT2 y PAO1l Yy el fago Cardio que liso a las cepas RME 66, RME101, E12, E1,
MT2y PAOL.

Tabla 2. Rango de hospedero en cepas multidrogoresistentes.

Fagos
01 02 04C2 CU |Cardio

Cepas de P.aeruginosas

RME 118 _----\

RME 58
RME 60 ‘

RME 22 -f--i-\

RME 66

RME 101




E12

El

MT2

PAO1

Presencia de Fago

No hay presencia de Fago

En la eficacia de combinaciones se selecciondé una cepa
multidrogoresistente (RME 58) y como control la cepa PA14 para aislar clonas
resistentes a los fagos marcados como 58 R1F01, 58 R1F02, 58 R1F04, 58
R1FC2 y 58 R1FCU para la cepa RME 58 y para el control PA14 se nombraron 14
R1F01, 14 R1F02, 14 R1F04, 14 R1FC2 y 14 R1FCU (Figura 3 y 4. Anexo). Los
cuales R es de resistente, F es de fago seguido con el nombre asignado. En el
goteo en placa de las clonas resistentes de la cepa PA14 se pudo observar que
en 14 R1FO01 solo el fago 04 y CU se vio ligeramente lisis, en la mutante 14 R1F02
sélo el fago cardio se vio ligeramente lisis, en la mutante 14 R1F04 y 14 RIFC2
solo los fagos 04, 02, CU y cardio pudieron producir una lisis ligera, en 14 R1FCU
solo se pudo observar lisis con el fago cardio y para 14 RIFCardio se aprecio lisis
con los fagos 01, 02, 04, C2 y CU (Tabla 3). Para las clonas resistentes de RME
58 se pudo observar una mayor resistencia a los fagos por lo que solo hubo
ligeramente lisis, para ello se us6 6 fagos de la coleccion y se pudo observar en la
mutante 58 R1FC2 una lisis mas clara por el fago FRN2 (Tabla 4).

Tabla 3. Clonas resistentes de la cepa PA14 méas los fagos 01, 02, 04, C2, CU y Cardio.

Clonas resistentes de la | Fagos

R1FCU

cepa PA14 1‘ 2‘ 4‘02 ‘CU ‘Cardio
R1F01

R1F02 ‘ ‘

R1F04 _ .
RIFC2 [ |

| | |

Tabla 4. Clonas resistentes de la cepa RME 58 con los fagos 01, 02, 04, C2, CU, Cardio, F1, F10
FRN2, FXy FQ.

Clonas Fagos

resistentes de

la cepa RME

58 1 2 4|C2 Ccu Cardio |[F1 |F7 F10 |FRN2 |FX FQ




R1FO1 | | |

R1F02 || S

RIFO4 | I ]
rarcz [N S IR S N B B s S I
rarcu | N I I N

Presencia de Fago

No hay presencia de Fago

Las curvas de inhibicion por fagos se observan en el eje de la Y una
densidad o6ptica (DO) inicial de 0.05 y en el eje de la X el tiempo transcurrido
durante 15 hr. En el control PA14 con el fago 01 hay un leve crecimiento en 2:30
hr, sin embargo, conforme pasa el tiempo se muestra una inhibicion total y para el
fago 02 en las primeras 7 hr se mantiene la inhibicion del fago, las horas restantes
se observo un aumento en el crecimiento (Figura 5). El fago 04 mantiene un nulo
crecimiento hasta las 12:30 hr, en las horas restantes empieza a ver un aumento.
La curva se mantiene para el fago C2 hasta las 7:30 sin crecimiento, a partir de
ese tiempo empieza a ver crecimiento de las resistentes (Figura 5). Para el fago
CU se observa latente hasta las 9:30 hr y el fago cardio hay un crecimiento a las
5:30 (Figura 5).

Figura 5. Curva de inhibicion de la cepa PA14 con los fagos 01, 02, 04, C2, CU y Cardio.
2.0 = PATA

- 14 +01
= 14 +02

14 +04
=14+ C2
14 +CU
14 + Cardio

Densidad dptica (D0)

30 min
1:30 hr
2:30 hr
330 hr
4:30 hr
5:30 hr
6:30 hr
730 hr
8:30 hr
9:30 hr.

Tiempo



Las curvas de inhibicion por fagos en RME 58 como cepa
multidrogorresistente se observa una disminucion en el crecimiento con el fago 01
durante 9 hr, a partir de alli hay un aumento en el mismo. El fago 04 tiene un
aumento a partir de 1:30 hr, sin embargo, se observa a las 9 hr crecimiento
exponencial a comparacion de la cepa original. La inhibicion se mantiene en 1:30
para el fago CU y para C2 se mantiene en exhibicion hasta las 9 hr (Figura 6).

Figura 6. Curva de inhibicién con la cepa RME 58 con los fagos 01, 04, CUy C2..

20 = RME 58
= RME 58 + 01
RME 58 + 04
15 - RNE 58 + CU
= RME 58 + C2

Densidad Optica (DO)

05

0.0
30 min 1:30hr 6:00 hr 9:00 hr 16:00 hr

Tiempo

Para poder ver la inhibicion del crecimiento por fago en las clonas
resistentes se hicieron las siguientes curvas de crecimiento iniciando con una DO
de 0.05. El crecimiento de las clonas sin fago se puede observar una similitud
entre 1y 1.5 en 58 R1F01, 58 R1F04, 58 R1FC2 y con un crecimiento lento se
encuentra 58 R1FCU (Figura 7). Al hacer una combinacion entre fagos se puede
observar que para 58 R1F01 no hay ninguna inhibicion del crecimiento por ningun
fago (Figura 8). Para 58 R1FC2 hay una inhibicion total en el crecimiento por parte
del fago F10 y con el fago 04 se mantiene hasta su decrecimiento (Figura 8). En
58 R1F04 se nota una leve disminucion en el crecimiento por parte del fago C2 y
CU entre 0.50 y 1 (Figura 8). La clona 58 R1FCU tiene un decrecimiento con el
fago 04 (Figura 8).



Figura 7. Curva de crecimiento sin fago de las clonas resistentes de la cepa RME 58.

1.5 = R1FO1
~— T = R1F0O4

R1FC2

= R1FCL

o

05

Densidad Gptica (DO)
AN
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30 min
1:30 hr
2:30 hr
330 hr
4:30 hr
530hr
6:30 hr
7:30 hr
8:30 hr
9:30 hr

Tiempo

Figura 8. Curva de inhibicién de clonas resistentes de la cepa RME 58 con los fagos aislados.

20 = R1FO1+04
= R1FO1+C2
R1FO1 + CU
= R1F04+C2
= R1FO4+CL
RI1FC2+ 04
RIFC2Z+F10
= RI1FCZ+FRN1
RI1FCZ+FQ

Densidad Optica (DO)

R1FCL + 04

Cambios en su perfil de resistencia a antibioticos de clonas resistentes de la cepa
RME 58

Se seleccionaron 10 antibioticos para ver su sensibilidad en la cepa RME
58 y sus clonas resistentes a los fagos de Pseudomonas aeruginosa. En el perfil
de su sensibilidad a antibiéticos no hubo ninguna diferencia dado que todas son
resistentes a los mismos antibidticos. No hubo diferencias significativas en la
cantidad minima inhibitoria (CMI) en piperacilina, ceftazidima, ceftriaxona,
cefepima, doripenem, meropenem, amikacina, gentamicina, ciprofloxacino y
tigeciclina. Sin embargo, la mutante 58 R1F01 y 58 R1F04 si tuvieron diferencias
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significativas ya que aument6 su CMI en imipenem y disminuye su sensibilidad en
58 R1F04. En la prueba de ANOVA tuvo un valor de P>0.999 por lo que no hay
diferencias significativas en el cambio de CMI.

Clonas resistentes

Antibiético 58 58 58 58

RME 58 R1FO R1F R1F R1F

58 CM1 (R1FO1|CMI (2 CMI |04 |CMI |C2 |CMI |[CU |CMI
BLEE
Ampicilina /
Sulbactam
Piperacilina / >=12 >=12 >=12 >=12 >=12
Tazobactam R |>=128| R 8 R 8 R 8 R 8 R 8
Cefoxitina
Ceftazidima R >=64 R |>=64| R |>=64| R |[>=64| R |>=64| R |>=64
Ceftriaxona R >=64 R |>=64| R |>=64| R |[>=64| R |>=64| R |>=64
Cefepima R >=64 R |>=64| R |>=64| R |[>=64| R |>=64| R |>=64
Doripenem R >=8 R >=8 R >>8 | R | >8] R | >=8 R | >=8
Ertapenem
Imipenem R >=16 R 2* R [|>=16| R 2% R |>=16| R |>=16
Meropenem R 8 R 8 R 8 R [>=16| R 8 R 8
Amicaciona R >=64 R |>=64| R |>=64| R |[>=64| R |>=64| R |>=64
Gentamicina R >=16 R |>=16| R |>=16| R |[>=16| R |>=16| R |>=16
Ciprofloxacino R >=4 R >=4 R >>4 | R | >4 | R |>=4| R |>=4
Tigeciclina R >=8 R >=8 R >>8| R | >=8| R | >=8 R | >=8

Modelo in vivo infectando a Galleria mellonella

La infeccion en Galleria mellonella con la cepa RME 58 se hizo con una
dilucién a la 107> el cual se goteo en placas con el medio solido Lysogeny Broth
(LB) para observar cuantas unidades formadoras de placas (UFC) se inyectaron
inicialmente en la polilla de cera, por lo que se obtuvo lo siguiente en 20
microlitros: 11 UFC en R1F01, 21 UFC en R1F04, 21 UFC en R1FC2 y 29 en
R1FCU (Figura 9. Anexo). En la infeccién de la cepa RME 58 en las larvas todas
murieron el primer dia con un porcentaje de supervivencia de 0. Con el fago 01
hubo un porcentaje de supervivencia de 30 el primer dia, para el fago 02 el
porcentaje de supervivencia es de 10 hasta el dia 3, con el fago 04 es de un 0%
en el primer dia, el porcentaje de supervivencia en el primer dia del fago C2 y CU
es del 50 % y para el fago cardio es de 0% (Figura 10). En las clonas resistentes a
los fagos se escogi6 el fago CU y C2 por tener un perfil sobresaliente para poder
infectar mutantes resistentes a los fagos en la que se obtuvo lo siguiente: el fago
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CU en las larvas infectadas por las mutantes 58 R1F01 y 58 R1FC2 tiene 40 % de
supervivencia en el dia 1, sin embargo, R1F04 tuvo un porcentaje de
supervivencia de 0 muriendo el primer dia (Figura 12). La mutante 58 R1F01 con
el fago C2 tuvo una tasa de supervivencia del 50 % al dia 5 (Figura 13).

Figura 10. Andlisis de supervivencia de la cepa RME
58 con los fagos 01, 02, 04, C2 y CU modelo in vivo
con G. mallonella.
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Figura 12. Analisis de supervivencia en clonas
resistentes de la cepa RME 58 con el fago CU en
modelo in vivo con G. mallonella.
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Figura 11. Andlisis de supervivencia en clonas
resistentes de la cepa RME 58 los fagos en modelo in
vivo con G. mallonella.
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Figura 13. Analisis de supervivencia en clonas
resistentes de la cepa RME 58 con el fago C2 en

modelo in vivo con G. mallonella.
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Discusién

Celosia (2020) obtuvo como resultados que el bacteriéfago Bl EPEC con
un titulo de 2.62 + 0.67x101° UFP/mL, el cual es el mas alto de 6 fagos aislados
con titulos entre 10® a 10° UFP/mL. De acuerdo con Kolenda (2020) los
bacteriéfagos con potencial terapéutico tiene un titulo que oscila entre 107a
10° UFP/mL. Por lo que comparado con los resultados obtenidos se puede
apreciar que los 6 fagos aislados tienen un titulo sobresaliente con potencial
terapéutico. El goteo en placas para el rango de hospedero de los 6 fagos
aislados en cepas multidrogoresistentes se observéd que solo el fago C2 y el fago
CU pudo infectar a las 10 cepas seleccionadas, comparado con otro estudio de
Llanos (2019) se observa en menor rango en el cual utilizo 9 fagos contra 46
cepas MDR de P. aeruginosa en el que obtuvo que el fago p6C1/A infecté a 7 y el
®dMARC-GB a 6 cepas de origen clinico. Otra investigacion es la de Majdani et al.
(2020) donde aislé 15 fagos de los cuales se les hizo un rango de huésped en 15
cepas en el que destac6 con un espectro mas amplio el fago PPaMal/18
infectando a 12 cepas.

En la curva de inhibicién con la cepa RME 58 se pudo observar que los
fagos inhibieron el crecimiento en 9 hr aproximadamente con una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 10, comparado con Sharma et al. (2021) se obtuvieron
resultados similares con una MOI de 10 en la que el crecimiento fue nulo durante 8
horas en una cepa multidrogoresistente. Otra investigacion es la de Imam et al.
(2019) donde infecta a la cepa PAOL1 con el fago MIJ3 durante 2 horas, 11 veces,
en la que se puede observar un estado de inhibicién durante el tiempo tomado con
una MOI de 10. En la terapia con fagos, se recomienda repetir la dosis para
aumentar la concentracion de fagos en los sitios de infeccion (Li, et al. 2022). Sin
embargo, estudios recientes demuestran que las dosis altas tratamientos de larga
duracion hay méas probabilidad de mutaciones resistentes a los fagos (El, et al.
2019).

Yang et al. (2020) al aislar mutantes resistentes a fagos por goteo en
placas de P. aeruginosa pudo observar que al gotear dos fagos con el nombre
PaoP5 y PaoP5-m1 en 5 mutantes la lisis es completamente clara a excepciéon de
una donde la lisis no es tan clara. Por lo que comparado con los resultados
obtenidos en este trabajo las lisis es ligeramente observable, esto mismo se ve
reflejado en la curva de crecimiento donde crece de manera similar con fago y sin
fago a excepcion del fago 04 que disminuye ligeramente la mutante del fago CU
de RME 58. También se pudo observar que las mutantes del fago CU en RME 58
y como control en resistentes de PA14 del fago CU y 04 tenian produccion de
piomelanina dado que producen una pigmentacion café o marrén, lo que indica
gue solo el 15 % de este pigmento se observa en mutantes resistentes a fagos
reflejando una aberracién en rutas metabdlicas de la tirosina en mutaciones en
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hmgA lo que lleva a la auto comulacién y autooxidacion produciendo un aumento
en su virulencia (Menon, et al. 2022).

Xuan et al. (2022) obtuvo resultados similares en la resistencia en
antibiéticos en mutante de PO1 con el nombre PA01-R1 donde no tuvo diferencias
significativas en cuanto la CM1 y la cepa original a excepcién de la gentamicina y
la polimixina en la que tuvo de diferencia 1 y de 8 CM1 una de otra. Otra
investigacion es la de Li et al. (2022) en la que utilizaron las clonas resistentes a
los fagos de la cepa silvestre ZS-PA-16 a la que nombraron phipa4-R, obteniendo
perfiles idénticos en la prueba de susceptibilidad a antibioticos, por lo contrario la
cepa ZS-PA-35y las mutantes phipa2-R y phipalO-R tuvieron perfiles diferentes
a antibidticos, por lo que ambas cepas silvestres son resistentes a tetraciclina-
clavulanico y tigeciclina, y sensibles a ceftazidima, cefoperazona/sulbactam,
cefepima, amikacina, tobramicina, ciprofloxacina, levofloxacina y colistina.
Mencionado lo anterior el perfil de resistencia a antibidticos de las mutantes
aisladas de RME 58 de los fagos 01, 04, C2 y CU en cuanto a su CMI no tuvieron
diferencias significativas.

Antonie et al. (2021) en el modelo en vivo de Galleria mellonella vio la
eficacia que tiene el fago PEV2 en la cepa PAV237 en 4 dias en diferentes MOI de
50.000, 5000 y 500 nombrandolos en grupo 5,6 y 7 en la que tuvo una tasa de
supervivencia entre el 30 y 60 % a comparacién del grupo 2 con el antibiético PBS
gue dio solo un 20 %, sin embargo, con el antibiético marbofloxacino tuvo una tasa
de supervivencia mucho mayor entre el 90 y 100 %. Otra investigacion es la de
Jeon y Yong (2019) en la utiliza los fagos B-R656 y B-R1836 para poder infectar
en MOI de 100, 10 y 1 en las cepas de P. aeruginosa (R656 y R1836) en 72 hr en
la que pudo observar en una MOI de 10 una tasa de supervivencia del 20 al 30 %
y en una MO1 de 100 entre 50 y 60 %, por lo que concluye una demostracion con
gran eficacia de los dos fagos en la infeccion de P. aeruginosa sobre G.
mellonella. Comparado con los resultados obtenidos el fago CU y C2 tuvo una
tasa de supervivencia del 20 % con una MOI de 100 en RME 58 y en la mutante
R1FO01 con el fago C2 su tasa es del 50 %, por lo que es menor a las
investigaciones mencionadas en la cepa huésped y mayor en resistentes.

14



Conclusién

La identificacion de  bacteri6fagos activos contra  cepas
multidrogoresistente de P. aeruginosa es de suma importancia para combatir este
agente infeccioso, por esto mismo se identifico los bacteriofagos C2 y CU con la
posibilidad de ser usados en fago terapias contra patégenos como lo es P.
aeruginosa. En el aislamiento y purificacion de aguas residuales se identificaron 6
fagos con potencial terapéutico de solo 15 muestras, de estos fagos destaco el
fago CU y C2. Por lo que se espera en futuros estudios se muestre genéticamente
si no tienen genes relacionados a la lisogenia y sean fagos puramente liticos para
su eficacia en combatir infecciones de cepas multidrogoresistentes.

La caracterizacion mediante curvas de inhibicién y crecimiento en cepas
multidrogoresistentes (MDR) sobresalen con un perfil amplio de infeccion con
potencial terapéutico son los fagos CU y C2 al igual que en el rango de hospedero,
sin embargo, el fago 04 también destaca inhibiendo ligeramente el crecimiento.
Probando la eficacia de combinaciones de bacteriéfagos in vitro contra cepas
MDR (Multidrogoresistentes) y sus clonas resistentes de P. aeruginosa el fago C2
y CU es eficaz dado los demas fagos su infeccion es ligeramente notable por lo
gue su comportamiento de las clonas resistentes es similar a la cepa original. Se
sugiere en futuras investigacion aislar fagos mutantes con el potencial de poder
infectar mutantes resistentes a ellos mismos.

Probando la eficacia de combinaciones de bacteriéfagos in vivo en el
modelo de Galleria mellonella (Polilla de Ila cera) contra la cepa
multidrogoresistente y clonas resistentes de P. aeruginosa los fagos aislados son
ligeramente ineficaces con tasas de supervivencia de menos del 20 % en la cepa
MDR y 50 % en mutantes, pero como posibles candidatos estan el fago C2 y CU
tanto en infeccion en larvas con la cepa MDR y en mutantes resistente a la cepa
huésped.
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Anexo

Figura 2. Goteo en placas de las cepas multidrogoresistentes: RME 22 (5), 58 (2),
60 (1), 66(10), 101 (9), 118 (3), E12 (4), E1(6), MT2 (7), PAOL(8).

Figura 3. Goteo en placas de clonas resistentes a fagos de PA14: R1F01 (1),
R1F02 (2), R1F04 (3), R1FC2 (4), R1FCU (5), R1FCardio (6).

Figura 4. Goteo en placas de de clonas resistentes a fagos de RME 58: R1F01 (1),
R1F04 (2), R1FC2 (3), R1FCU (4).

20



Figura 9. Goteo en placa de dilucién a la 10~° de UFC de clonas de RME 58.
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