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1.- Resumen

Staphylococcus aureus es un agente patógeno causante de múltiples infecciones, tanto de la

comunidad como adquiridas en el ambiente intrahospitalario o asociado a la atención en salud (IAAS).

Esta bacteria es capaz de formar biopelículas, y esta forma de vida le permite adquirir un fenotipo de

resistencia a la respuesta inmune de los pacientes, desinfectantes y muy importantemente a los

antimicrobianos. Además, S. aureus Meticilino Resistente, caracterizado por poseer resistencia a la

gran mayoría de los betalactámicos de uso clínico, se encuentra en el ambiente intrahospitalario y

causando infecciones, asociadas a biopelícula. Frente a esto, una alternativa terapéutica prometedora

es el uso de fagos líticos, virus capaces de infectar y destruir específica y selectivamente a bacterias.

No tan solo por su efecto lítico, los fagos tienen actividad antibiopelícula demostrada que permitiría

abordar aquellas infecciones asociadas a bacterias productoras de biopelícula. En esta investigación,

se estudió la capacidad de formación de biopelículas de 50 cepas SAMR-IAAS obtenidas de hospitales

de las zonas Norte, Centro y Sur de Chile, y así también se categorizaron. El 100% de las cepas hizo

biopelículas, y el 46% fueron formadoras fuertes de biopelículas. Adicionalmente, se estudió la

actividad antibiopelícula de 8 fagos líticos de S. aureus, para evaluar la capacidad de prevención de

formación de biopelículas de SAMR y la capacidad de degradar biopelículas preformadas de SAMR. El

75% de los fagos fueron capaces de prevenir significativamente la formación de biopelículas (p <

0,001), y el 25% de ellos degradó significativamente las biopelículas preformadas (p < 0,001). Los

resultados mostraron que los fagos pueden ser usados como agentes terapéuticos contra las

biopelículas de SAMR, y así combatir la resistencia antimicrobiana a nivel mundial. Este es el primer
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estudio realizado en Chile y que sienta las bases del estudio de la actividad antibiopelícula de fagos

líticos contra cepas SAMR de distintos hospitales regionales del país.

Palabras clave (5)

S. aureus Meticilino Resistente, biopelículas, fagos líticos, prevención, degradación.

2.- Introducción

2.1 - Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria Gram positiva que tiene forma de coco y

que se agrupa de una manera similar a un racimo de uvas (Del griego “Staphylo” que significa “uva” y

“kokkos” que significa “baya o semilla”). Este microorganismo se caracteriza por producir un

pigmento, observándose característicamente de color amarillo o dorado una vez aislado en un cultivo.

Debido a ello, el médico alemán Friedrich J. Rosenbach nombró a la bacteria como Staphylococcus

“aureus” (del latín “oro”). S. aureus crece en condiciones aeróbicas y anaeróbicas (anaerobio

facultativo), a diferentes temperaturas (entre 18-40°C), y su identificación en el laboratorio de

microbiología se puede realizar haciendo una observación macroscópica de las colonias, tinción de

Gram, prueba de la catalasa, coagulasa y DNasa, así como la determinación de sensibilidad a

novobiocina y fermentación del manitol, o mediante usos de sistemas automatizados en base a

pruebas fenotípicas como VITEK, o espectrometría de masas como MALDI-TOF (1, 2).

S. aureus es reconocido como uno de los principales patógenos oportunistas de la población

humana, que causa una alta morbilidad y mortalidad. S. aureus se caracteriza por colonizar distintos

sitios anatómicos del ser humano. Aproximadamente, el 20-30% de los humanos presenta de manera

persistente a S. aureus en la zona de la nariz, y también puede encontrarse en la nasofaringe, axila,

piel e intestino (3). No obstante, se identifican grupos que tienden a tener tasas más altas de
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colonización, como son los funcionarios de la salud, diabéticos, usuarios con algún tipo de dispositivo

de acceso vascular, pacientes hospitalizados e individuos inmunocomprometidos (1). Es importante

reconocer que además de la colonización humana, S. aureus también coloniza y causa infección en

mamíferos no humanos como vacas, erizos (Erinaceinae), ovejas, cerdos, cabras, caballos, conejos,

entre otros animales (3). En algunas situaciones, la colonización constituye un factor de riesgo, debido

a la relación entre la amplia gama de factores de virulencia que posee S. aureus y los factores que

dependen del hospedero y que lo pueden hacer susceptible de sufrir una infección, como por

ejemplo, condiciones de inmunosupresión (diabetes, consumo de fármacos, inmunodeficiencias

primarias que afectan a los neutrófilos, etc.) (4). El repertorio de infecciones que produce S. aureus

comprende desde infecciones de piel y tejidos blandos o IPTB (foliculitis, furúnculos, abscesos,

síndrome de piel escaldada, impétigo, fascitis necrotizante) hasta infecciones invasivas como artritis

séptica, osteomielitis, empiema pleural, y/o diseminadas que cursan con una evolución crónica, como

bacteriemia, endocarditis, infección del tracto urinario, neumonía, tromboflebitis séptica, entre otros,

las cuales son enfermedades que se correlacionan con el importante rol de la formación de

biopelículas por parte de S. aureus (5, 6). Un dato que respalda fuertemente esta correlación, es

entregado por los Institutos Nacionales de Salud (NIH), que indican que el 65% del total de

infecciones por microorganismos y el 80% de las infecciones crónicas están asociadas a la formación

de biopelículas (7).

2.2 - Resistencia de S. aureus a los antimicrobianos y su relevancia a nivel mundial

En 1928, Alexander Fleming descubrió un compuesto que era capaz de inhibir el crecimiento

de Staphylococcus que tenía cultivado en Placas de Petri, el cual es sintetizado y secretado por el

hongo filamentoso Penicillium notatum. Años más tarde, en 1941, la industria farmacéutica logró

aislar y purificar dicho compuesto químico, nombrado como penicilina, y comenzó a ser administrado

8



a pacientes que cursaban con infecciones por Streptococcus (8). Sin embargo, pocos años después,

aparecieron cepas de S. aureus resistentes a la penicilina, mediado por el gen blaZ que codifica una

𝛽-lactamasa (penicilinasa) que hidroliza el anillo 𝛽-lactámico de la penicilina. Más tarde, en 1959

aparecieron las isoxazolilpenicilinas, un grupo de penicilinas semisintéticas antiestafilocócicas que

resisten la hidrólisis por la penicilinasa (dentro de ellas la meticilina), pero poco tiempo después, en

1961 en Inglaterra, se describió por primera vez a S. aureus Meticilino Resistente (SAMR), el cual

resiste el efecto farmacológico de este subgrupo de penicilinas y de otros betalactámicos (2).

Posteriormente, se pudieron distinguir dos tipos de SAMR, aquellos que causan infecciones en el

ambiente intrahospitalario o asociadas a la atención en salud (SAMR-IAAS o SAMR-AH) y a SAMR que

se detecta en individuos que no han tenido atención médica previa y que, por ende, es adquirido en el

ambiente extrahospitalario, o en la “comunidad” (SAMR-AC).

Datos de vigilancia epidemiológica chilena, como el “Boletín de Resistencia Antimicrobiana en

Chile”, elaborado por el Instituto de Salud Pública de Chile (ISP) y el Programa de Control de

Infecciones Asociadas a la Atención en Salud del Ministerio de Salud de Chile (MINSAL), informa que

hasta el año 2020, el porcentaje de cepas de S. aureus resistentes a la oxacilina (SAMR-IAAS) fue de un

43,3%. En este mismo documento se evidencia una disminución en la proporción de cepas resistentes

a la oxacilina en años anteriores, sin embargo, en 2020 se observó una pequeña alza (9) (figura anexa

n°1). Respecto a SAMR-AC, el boletín “Vigilancia de Staphylococcus aureus meticilina resistente

adquirido en la comunidad. Chile, 2012-2016” informó que, en el período comprendido entre 2012 a

2016, se estudiaron 1079 cepas de S. aureus, de las cuales 973 (90,18%) fueron confirmadas como

SAMR. De estas cepas SAMR, el 29,4% (286/973) fueron positivas para la Leucocidina o Toxina de

Panton Valentine (PVL), confirmándose como SAMR-AC (10).

S. aureus adquirió el fenotipo “Meticilino Resistente” debido a la incorporación de un

elemento genético independiente denominado Cassette Cromosomal Estafilocócico (por sus siglas en
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inglés, SCC), el cual es un Elemento Genético Móvil (por sus siglas en inglés, MGE) responsable de la

resistencia a betalactámicos en S. aureus e incluso a otras familias de antimicrobianos. Un MGE es un

fragmento de ADN que puede contener genes que codifican para determinantes de resistencia,

factores de virulencia (ej. toxinas, superantígenos, leucocidinas), y también codifican para enzimas

que median su transferencia e integración al ADN del hospedero que recibe dicho MGE.

En el contexto genético, los MGE pueden transferirse de célula a célula, proceso conocido

como Transferencia Genética Horizontal (TGH), que se diferencia de la Transferencia Genética Vertical

(TGV), la cual corresponde a un proceso entre células madre e hijas. En S. aureus, los MGE

reconocidos son: plásmidos, transposones (Tn), secuencias de inserción (IS), profagos, islas de

patogenicidad y cassettes cromosomales estafilocócicos (11).

En lo que respecta a los Cassettes Cromosomales Estafilocócicos, se han identificado 12 tipos,

de los cuales los SCC tipo I, II y III se encuentran generalmente en SAMR-IAAS, y por otro lado, los SCC

tipo IV y V frecuentemente se encuentran en SAMR-AC. Estos SCC contienen el gen mecA (a excepción

del SCC tipo XI que se asocia al ganado, que contiene el gen homólogo mecC) el cual codifica para una

Proteína de Unión a Penicilina tipo 2a (PBP2a) que tiene una afinidad extremadamente baja a

betalactámicos y ,por ende, confiere resistencia a dicha familia de antimicrobianos de uso clínico

(tabla anexa n°1) (12).

S. aureus no solo presenta resistencia a betalactámicos, sino que también a otras familias de

antimicrobianos que se usan en el tratamiento de infecciones causadas por esta bacteria, como las

quinolonas, macrólidos, lincosamidas, estreptograminas, tetraciclinas, e incluso, a un antimicrobiano

que se usa a menudo en infecciones por SAMR, la vancomicina (13).

La vancomicina ha sido el antimicrobiano de elección para el tratamiento de infecciones

graves por SAMR, sin embargo, en el año 1997 en Japón se notificó una susceptibilidad reducida a la

vancomicina en aislados clínicos de S. aureus (VISA) (12). Además, antes de dicha notificación, se
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había informado previamente de una disminución de la susceptibilidad a teicoplanina. Sumado a esto,

se encuentran cepas de S. aureus con sensibilidad intermedia heterogénea a vancomicina (VISA

heterogénea o h-VISA) las cuales se caracterizan por presentar poblaciones con susceptibilidad

reducida a vancomicina, mientras que otras son sensibles, y también se han descrito algunas cepas de

S. aureus Resistentes a Vancomicina (VRSA).

Los mecanismos de resistencia aún son controversiales, sin embargo, con el conocimiento

actual se distinguen mecanismos de resistencia a vancomicina relacionados y no relacionados a vanA,

el cual es un gen ubicado en el transposón Tn1546 proveniente de Enterococcus Resistente a

Vancomicina. Los mecanismos no relacionados a vanA se asocian con cambios en la pared celular,

actividad autolítica reducida, cambios en la maquinaria metabólica celular y mecanismos moleculares

de resistencia a vancomicina con ausencia de genes vanA (modificaciones transcripcionales,

mutaciones, proteínas de superficie relacionadas) (12, 14).

En Chile, según el Boletín “Vigilancia de resistencia a vancomicina en bacterias que pueden

producir Infecciones Asociadas a la Atención en Salud (IAAS)”, desde 2014 a 2018 no se observaron

cepas VISA, y tampoco cepas VRSA. No obstante, el boletín destaca que en el año 2015 se describió el

primer aislamiento de una cepa h-VISA en una mujer de 62 años, hospitalizada, antecedentes

mórbidos de diabetes mellitus, hipertensión arterial y Enfermedad Renal Crónica (ERC), que fue

tratada previamente con vancomicina, dado que cursaba con osteomielitis por SAMR y además con

dos episodios de bacteriemia (15).

El 27 de febrero de 2017, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó su primera lista

de patógenos prioritarios resistentes a los antimicrobianos (tabla anexa n°2), en la cual se incluyen

bacterias que son consideradas peligrosas para la salud humana. Esta lista categoriza a dichos

patógenos en prioridad crítica, alta y media. Para elaborar esta lista, la OMS consideró distintos

criterios de inclusión, como por ejemplo, el grado de letalidad de las infecciones, requerimiento de
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largas hospitalizaciones, frecuencia de la resistencia antimicrobiana, entre otros. S. aureus se

encuentra en el grupo de prioridad 2 o elevada, y se incluyen las cepas SAMR, VISA y VRSA. La OMS

elaboró esta lista con el objetivo de instar e impulsar a los gobiernos de todo el mundo a crear

políticas y programas que favorezcan la investigación y desarrollo de nuevos antimicrobianos, así

como también la búsqueda y creación de nuevas alternativas terapéuticas novedosas para tratar las

infecciones por este grupo de patógenos prioritarios causantes de infecciones graves y asociados a

resistencia antimicrobiana (16).

2.3 Factores de virulencia en S. aureus

En S. aureus se identifican diversos factores de virulencia que promueven la infección, los

cuales se pueden clasificar en 3 grupos: toxinas, factores de evasión inmune y factores de

colonización. Por un lado, existen numerosas toxinas que ayudan a la patogenia de S. aureus y que

también provocan intoxicaciones alimentarias, como por ejemplo la toxina ⍺, enterotoxinas

estafilocócicas, toxina 1 del síndrome del shock tóxico (TSST-1), entre otros. Por otra parte, existen

numerosos factores de evasión inmune que actúan en distintos puntos de la respuesta inmune

comandada por el hospedero, sin embargo, se destaca por su importancia la Leucocidina de Panton

Valentine (PVL), la cual es una toxina de doble componente citolítica de neutrófilos y de otras células

inmunes, que ayuda a identificar un SAMR-AC. En cuanto a factores de colonización, destacan los

componentes de superficie microbiana que reconocen moléculas de matriz adhesiva (MSCRAMM),

proteína de unión a fibronectina (FnBP) y proteína de unión a colágeno (Cna), entre muchos otros

(17).

Los factores de virulencia en S. aureus generalmente están codificados en el genoma

accesorio, entendido como el conjunto de genes accesorios aportados por MGE. No obstante, la

expresión de estos genes está regulada tanto por factores reguladores específicos como por sistemas
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reguladores globales. Dentro de estos sistemas reguladores globales, el más reconocido y

ampliamente estudiado es Agr (regulador de genes accesorios) (17). Agr es un sistema de detección

de quórum, y su activación depende de la concentración extracelular de un péptido autoinductor o

AIP (tiolactona cíclica). Una vez que se alcanza una concentración suficiente de AIP extracelular, AgrA

(proteína de unión a DNA) es fosforilada por AgrC (histidina quinasa ubicada en membrana) y se une

al promotor P2 del operón agrACDB, favoreciendo la transcripción de un RNA mensajero denominado

RNAIII, muy importante para la transcripción de distintos factores de virulencia de S. aureus (18).

Se ha visto que muchos clones de SAMR-AC tienen un sistema Agr muy activo,

correlacionándose con una alta capacidad para producir toxinas y así garantizar su éxito en cuadros de

IPTB e infecciones invasivas. Por el contrario, clones de SAMR-IAAS codifican para una modulina

soluble en fenol (PSM) cuyo RNA mensajero inhibe la expresión de Agr, produciendo cantidades más

bajas de toxinas y se prioriza la síntesis de adhesinas, las cuales son muy importantes para la fase

inicial de la infección mediada por biopelículas. Además, se debe considerar que SAMR-IAAS se asocia

frecuentemente a infecciones relacionadas a dispositivos médicos, y que a su vez dichas infecciones

están relacionadas con la formación de biopelículas (12). Es importante mencionar que en un estudio

se encontró que el 48% de cepas SAMR-IAAS tenían una función Agr reducida en comparación con un

3.5% de cepas SAMR-AC que tenían una función reducida de Agr (19).

2.4 - Biopelículas en S. aureus

El término “biopelícula” fue acuñado en 1978 por Costerton y otros, quienes la describieron

como una comunidad microbiana estructurada adherida a una superficie y delimitada por una matriz

extracelular. Esta matriz extracelular es de producción propia, y está formada por Sustancias

Poliméricas Extracelulares (SPE) que comprenden polisacáridos (>80%), proteínas y ácidos nucleicos.
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En S. aureus, destaca la Adhesina Intercelular de Polisacáridos (PIA), DNA extracelular (eDNA) y otras

adhesinas como los principales constituyentes de la SPE de una biopelícula estafilocócica (20, 21, 22).

Se reconocen distintas etapas en la formación de biopelículas (figura anexa n°2). De hecho,

distintos autores en la literatura la describen en 3, 4 o 5 pasos. Sin embargo, para S. aureus, se

destacan 3 pasos esenciales en el ciclo de la biopelícula estafilocócica. La primera etapa consiste en la

unión inicial, en la cual S. aureus se adhiere a una superficie biótica (por ejemplo, un tejido) o abiótica

(por ejemplo, dispositivo médico) utilizando una variedad de factores de adhesión, colonización y

crecimiento, que incluyen adhesinas superficiales unidas a sortasa, eDNA, ácidos teicoicos y

lipoteicoicos, Proteína Asociada a Biopelícula (Bap), entre otros. La segunda etapa consiste en la

producción de matriz extracelular y proliferación celular, en la cual S. aureus secreta todos los

componentes esenciales para la formación de su biopelícula, y así también se adhiere fuertemente a

la superficie, proliferando y organizándose en microcolonias. La tercera etapa consiste en la

estructuración de la biopelícula y desprendimiento celular, en la cual la maduración se logra mediante

una unión célula-célula y célula-matriz por adhesinas, y también por factores disruptivos como las

nucleasas y tensioactivos como Modulinas Solubles en Fenol (PSM), procesos que permiten la

estructuración tridimensional de la biopelícula y formación de verdaderos canales internos que hacen

que la biopelícula funcione como un sistema digestivo generalizado. También, destacan los factores

disruptivos codificados por el sistema Agr, entre ellos, proteasas y modulinas solubles en fenol, que

permiten la disgregación de la biopelícula y dispersión de células planctónicas para que se adhieran en

otros sitios, y así diseminarse y formar nuevas biopelículas (21).

La formación de biopelículas en S. aureus tiene su base genómica en un grupo de genes

denominados “genes asociados a biopelícula” (figura anexa n°3). Entre estos, destacan genes que

codifican proteínas de unión a fibrinógeno (fib) y proteínas de unión a fibronectina (fnbA, fnbB), genes

14



de adhesión intercelular (icaA, icaB, icaC, icaD), factores de aglomeración (clfA, clfB), proteína de

unión a elastina (ebps), proteína de unión a laminina (eno), y proteína de unión a colágeno (cna) (23).

La formación de biopelículas le permite a S. aureus adquirir distintas propiedades que le

favorecen en muchos aspectos. Por ejemplo, le permite una mayor sobrevivencia frente a la

desecación, capacidad de utilizar nutrientes y otras moléculas que quedan atrapadas en la SPE,

retención de enzimas que permiten mayor capacidad de digestión, resistir y evadir la respuesta

inmunológica del hospedero al esconder patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), e

impedir la difusión de antimicrobianos al interior de la biopelícula por efectos de la SPE y disminuir su

eficacia por la presencia de células persistentes y tolerantes (22).

Por último, se destacan dos acontecimientos importantes que son atingentes a las

biopelículas, y más aún en S. aureus. Clínicamente, la biopelícula se asocia a un 60-80% de las

infecciones en salud humana, y además, tiene una fuerte asociación con el establecimiento de

infecciones persistentes crónicas. Esta, se forma en superficies biológicas como tejidos, y no

biológicas, como dispositivos médicos, lo cual puede causar IPTB, endocarditis, osteomielitis,

neumonía, entre otros (20). Además, se reconoce a la formación de biopelículas como un mecanismo

de resistencia a antimicrobianos propiamente tal, ya que dentro del abanico de factores atribuibles, se

destaca la penetración disminuida de antimicrobianos por la SPE, secreción y acumulación de enzimas

que inactivan y/o modifican antimicrobianos (por ejemplo, 𝛽-lactamasas), actividad metabólica

reducida con aparición de células persistentes y tolerantes, o también aumento de los fenómenos de

TGH con adquisición de fenotipos de resistencia (24).

2.5 - Fagos líticos y fagoterapia

Los virus son microorganismos que se consideran parásitos intracelulares obligados debido a

que requieren de la maquinaria metabólica de una célula hospedera para replicarse y diseminarse.
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Dentro de los virus, se encuentran los bacteriófagos que son virus que infectan y replican específica y

selectivamente en bacterias. Por esta razón, los bacteriófagos se plantean como una alternativa o

herramienta útil, para combatir las infecciones bacterianas que afectan tanto al humano como a

patógenos bacterianos que afectan sectores agrícolas, ganaderos y ambientales, en los cuales la

presencia de bacterias y la formación de biopelículas, constituye un gran problema.

Dependiendo del ciclo de vida, en general, los fagos se clasifican en bacteriófagos virulentos o

líticos, y bacteriófagos lisogénicos. Los fagos líticos requieren de la maquinaria celular para

multiplicarse y alcanzar una masa crítica, momento en el cual lisa al hospedero y libera la progenie

viral para amplificar y diseminar la infección. Por otro lado, los fagos lisogénicos integran su material

genético en la bacteria, transformándose en profago y consecuentemente, aportando genes

accesorios al genoma bacteriano, los cuales pueden estar relacionados a toxinas, determinantes de

resistencia y factores de virulencia (25, 26).

Se distinguen distintas aplicaciones de los bacteriófagos como agentes terapéuticos, entre las

cuales, destaca su relevancia a nivel clínico para tratar infecciones bacterianas. La “fagoterapia” o

terapia con fagos consiste en el uso terapéutico de fagos líticos para tratar infecciones bacterianas, en

su forma planctónica y asociada a biopelícula, que afectan al ser humano. La fagoterapia tuvo un

fuerte desarrollo entre 1919 y 1940, sin embargo, luego de la llegada de la penicilina en 1944 esta

línea terapéutica disminuyó su desarrollo. No obstante, en las últimas décadas, en el contexto de la

resistencia antimicrobiana generalizada y con infecciones por bacterias multirresistentes difíciles de

tratar (XDR), la fagoterapia ha vuelto a destacar como alternativa terapéutica distinta al uso de

antimicrobianos convencionales, y es necesario investigar más respecto al tema (27, 28, 29, 30). De

hecho, a diferencia de la terapia antimicrobiana convencional, la fagoterapia tiene ventajas que son

prometedoras, pero también tiene limitaciones a considerar, que se resumen en la tabla anexa n°3 y

n°4.
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A pesar que la fagoterapia aún no se aplica rutinariamente en la clínica, salvo en algunos

países de Europa del Este como Georgia, Polonia y Rusia, en otros países como Australia, Estados

Unidos y algunos países de Europa, se han realizado ensayos clínicos en sus diferentes fases que

comprenden el estudio del uso de cócteles de fagos para tratar infecciones por S. aureus y P.

aeruginosa y con evidencia de eficacia y seguridad farmacológica (31). Así también, en 2019 la Food

and Drug Administration (FDA) aprobó en Estados Unidos un ensayo clínico de fase I y II respecto a la

administración intravenosa de bacteriófagos para tratar la infección por S. aureus de 10 pacientes con

dispositivo de asistencia ventricular (32). Dentro de las ventajas de la fagoterapia, destaca su

actividad antibiopelícula que presentan los fagos líticos contra aquellos conglomerados formados por

bacterias, sobre todo aquellas que pertenecen al grupo ESKAPE, correspondiendo la “S” dentro del

acrónimo a S. aureus, el cual es un patógeno de relevancia mundial, asociado a multirresistencia y a

infecciones diseminadas, complicadas, invasivas y que se encuentran asociadas a biopelículas. Por lo

tanto, es importante investigar cada arista de la fagoterapia, y dentro de ellas, la capacidad

antibiopelícula representa gran interés (33).

2.6 - Fagos líticos y biopelículas

Los fagos líticos son capaces de destruir células bacterianas que funcionan como hospederos,

y por tanto, previenen la formación de biopelículas. Además, se ha visto que algunos fagos son

capaces de penetrar la SPE de una biopelícula y causar disrupción de ella, degradando biopelículas ya

formadas (34). Los mecanismos por los cuales los fagos líticos pueden ocasionar dicho efecto en las

biopelículas, son denominados “mecanismos de daño e interacción fago-biopelícula”, dentro de los

cuales destaca: 1) Estimulación de bacterias para que produzcan enzimas degradantes de SPE, 2)

Expresión de enzimas con actividad degradante de exopolisacáridos, 3) Difusión a través de canales

circulatorios de la biopelícula para penetrar en las capas más internas, 4) Adsorción a apéndices
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bacterianos de bacterias planctónicas mótiles para penetrar la biopelícula (35). En este sentido,

destacan las “armas” que tienen los fagos contra las bacterias planctónicas y biopelículas, como son

las enzimas degradantes de exopolisacárido (despolimerasas tipo hidrolasas y liasas) y otros

mecanismos como la liberación de peptidoglicano hidrolasa, inhibición de la comunicación

célula-célula o detección de quórum, y síntesis de DNAsas que facilitan la disrupción de la SPE (36). Sin

embargo, es necesario mencionar que así como el fago lítico tiene mecanismos de daño, el

conglomerado de bacterias también responde con mecanismos de defensa. Es importante destacar

que se ha visto que algunos fagos líticos incluso son capaces de promover la formación de

biopelículas. Por lo tanto, se debe hacer un análisis exhaustivo respecto a qué fagos se utilizarían en la

preparación de un cóctel para una fagoterapia dirigida contra biopelículas de una bacteria,

idealmente, en base al estudio genotípico y fenotípico de la actividad antibiopelícula que presente el

fago (37).

En la figura anexa n°4 se resumen los enfoques terapéuticos del uso de fagos frente a

biopelículas.

2.7 - Problema de investigación

S. aureus es una bacteria capaz de producir biopelícula, lo que explica en parte, las infecciones

persistentes, crónicas y recurrentes, su resistencia a antimicrobianos de uso clínico, además de su

asociación a un amplio espectro de infecciones localizadas, invasivas y/o diseminadas, en las cuales

media importantemente la biopelícula. Teniendo en cuenta estos antecedentes y la alternativa

terapéutica que representan los fagos líticos, apoyado tanto por la literatura, como también por

estudios previos realizados con una colección de fagos líticos, orientados a definir la formulación de

un mejor cóctel para fines de disminución de carga bacteriana ambiental intrahospitalaria, en este

proyecto se plantea la siguiente pregunta de investigación:
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“Los fagos líticos de la colección de Vertebral, ¿Tienen actividad antibiopelícula sobre cepas de

Staphylococcus aureus Meticilino Resistente aisladas de Infecciones Asociadas a la Atención en

Salud?”.

2.8 - Hipótesis de investigación

Al menos el 30% de los fagos líticos previenen la formación de biopelículas, y al menos el 20%

degradan las biopelículas preformadas en superficies abióticas, por cepas SAMR aisladas de IAAS.

3.- Objetivo General

● Evaluar la actividad antibiopelícula de los fagos líticos sobre cepas SAMR aisladas de IAAS con

capacidad de formar biopelículas en superficies abióticas.

4.- Objetivos específicos

● Identificar las cepas SAMR aislados de IAAS capaces de formar biopelículas en superficies

abióticas.

● Determinar la capacidad de los fagos líticos de prevenir la formación de biopelículas en cepas

SAMR que forman biopelículas en superficies abióticas.

● Determinar la capacidad de los fagos líticos de degradar biopelículas preformadas de cepas

SAMR en superficies abióticas.
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5.- Materiales y Métodos

Este estudio se llevó a cabo en el Centro de Investigación, Desarrollo e Innovación Vertebral,

perteneciente a COANIQUEM, ubicado en la comuna de Pudahuel, Santiago de Chile. Se contó con 50

cepas clínicas de SAMR, con las cuales se procedió a realizar todos los experimentos. Los reactivos,

materiales químicos, equipos, entre otros, se detallan en cada subpunto a continuación.

5.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Los aislados clínicos de S. aureus Meticilino Resistente (n=50) se obtuvieron de distintos

hospitales clínicos de Chile y a partir de diferentes sitios de infección, los cuales ya habían sido

estudiados e identificados como SAMR mediante métodos bioquímicos tradicionales o automatizados

(Tabla anexa n°5). La autorización para el uso de las cepas para esta investigación, se enmarca en el

proyecto marco de colaboración de Vertebral - Coaniquem con el Programa de Genómica Microbiana

(GeRM) y del Núcleo Mileno (MICROB-R), Universidad Del Desarrollo, para la Investigación

Colaborativa en la Línea Ciencia Aplicada (Documento anexo n°5). Las cepas estuvieron congeladas a

-80°C en un criocongelador (Haier Biomedical, DW-86L338J, China) del laboratorio de Vertebral. Estas

cepas se recuperaron en Agar Tripticasa Soja (TSA) (Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey,

Estados Unidos) y se dejaron a 37°C durante 18-24 horas en incubadora (MMM group, Incucell 55,

Alemania) con condiciones de atmósfera normal. Posteriormente, se procedió a reidentificar las cepas

clínicas informadas como SAMR para confirmar el género, especie, y tipo de resistencia reportada

previamente.

El género se determinó mediante observación macroscópica de las características de la

colonia según su tamaño y morfología (colonias grandes, redondas, convexas y de color amarillo o

blanquecino) en TSA, prueba de la catalasa y tinción de Gram con observación microscópica. La

especie se determinó mediante prueba de la coagulasa en tubo y/o aglutinación en tarjeta de
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reacción (Staphytect plus, Oxoid-ThermoFisher, Massachusetts, Estados Unidos), detección fenotípica

de producción de DNAsa en agar DNAsa y fermentación del manitol en Agar Sal Manitol (ASM)

(Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey, Estados Unidos).

5.2 Estudio de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas

Se llevó a cabo un estudio de susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby

Bauer en Agar Muller Hinton (AMH). Brevemente, a partir de un cultivo puro de 18-24 horas, se

tomaron 3-4 colonias similares en tamaño y morfología, se resuspendieron en 1 mL de suero

fisiológico (NaCl 0,9%) dispensado en un tubo y se homogeneizó en vórtex (Dlab, MX-S, China).

Posteriormente, se midió la turbidez de la suspensión en un turbidímetro (DensiCHECK Plus,

Biomerieux, Francia) de tal manera de obtener una suspensión McFarland 0,5. Luego, la turbidez se

controló espectrofotométricamente a una OD630 nm entre 0,08 y 0,1. Una vez preparada la suspensión

bacteriana, se empapó una tórula de algodón y se procedió a realizar una siembra en césped en un

AMH (Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey, Estados Unidos). Posteriormente, se inocularon

discos con antimicrobianos (Oxoid-Thermofisher, Massachusetts, Estados Unidos) sugeridos para el

estudio de susceptibilidad de S. aureus por la guía M100, Ed 33., Clinical & Laboratory Standard

Institute, 2023. Los antimicrobianos utilizados fueron: eritromicina (15 µg), clindamicina (2 µg),

cefoxitina (30 µg), sulfametoxazol/trimetoprim (25 µg) y ciprofloxacino (5 µg). Se incubó el

antibiograma a 37°C durante 18-24 horas en atmósfera normal, y se procedió a realizar la lectura y

medición de los halos de inhibición con un haz de luz contra un fondo oscuro. La interpretación se

realizó con los puntos de corte establecidos por la CLSI en el año 2023 para cada antimicrobiano.
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5.3 Características de los fagos líticos

Las características genéticas de los fagos líticos de la colección perteneciente al Centro de

Investigación, Desarrollo e Innovación Vertebral se describen en la tabla anexa n°6.

Brevemente, se dispuso de 8 fagos líticos para S. aureus, con títulos >1010 UFP/mL. Todos

contaron con una caracterización física mediante Microscopía Electrónica de Transmisión (MET)

realizada en la Pontificia Universidad Católica de Chile (PUC), y una caracterización molecular

mediante secuenciación y análisis bioinformático realizado en el Centro Austral de Tecnología

Genómica de la Universidad de Magallanes (UMAG), a partir del cual se determinó la familia de los

fagos, género, tamaño del genoma viral (Kpb) y la presencia de genes no deseados (genes asociados a

toxinas, determinantes de resistencia antimicrobiana y factores de virulencia). Por otro lado, con la

herramienta de predicción BACPHLIP (v0.9.6) se predijo el estilo de vida de los fagos, en donde todos

ellos presentaron un comportamiento lítico.

El grupo de fagos líticos 3, 4, 7 y 8 pertenecen al género Kayvirus (grupo 1) muestra que

genéticamente se parecen entre sí, al igual que el caso del grupo de fagos líticos 1, 2, 5 y 6

pertenecientes al género Rosenblumvirus (grupo 2). Si bien presentan un tamaño genómico similar, lo

cual sugiere la posibilidad de que se trate de los mismos fagos o que sean clonalmente relacionados,

para efectos de esta tesis fueron considerados como distintos. Las razones por las cuales se decidió

esto son las diferencias fenotípicas que presentan estos fagos, en cuanto a la estabilidad térmica,

actividad en rango de pH y rango de hospedero. A continuación, se resume la información respecto a

dichos antecedentes, los cuales corresponden a resultados de estudios previos (datos no publicados) y

que se consideraron en esta investigación como base para el estudio de actividad antibiopelícula.

● Estabilidad térmica: En la escala Celsius (°C), los fagos del grupo 2 mostraron diferencias entre

sí en los títulos dependiendo de la temperatura. Se destaca que los fagos 1 y 5 a los 25°C

disminuyeron sus títulos. Lo mismo ocurrió con los fagos del grupo 1, en que, por ejemplo, los
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fagos 4, 7 y 8 mantuvieron constantes sus títulos a 25°C, pero el fago 4 mantuvo una

estabilidad a todas las temperaturas, a diferencia del fago 7 que >35°C no se pudo determinar

los títulos.

● Estabilidad en pH: Los fagos 4, 7 y 8 del grupo 1 mostraron diferencias de estabilidad en pH

con el fago 3, ya que este último a pH 10 ya no era detectable, a diferencia del fago 4, 7 y 8.

Por otro lado, los fagos del grupo 2 mostraron diferencias en base al pH y tiempo a lo largo de

todo el experimento.

● Rango de Hospedero (RH): El fago 3, respecto a los fagos 4, 7 y 8 que también son Kayvirus,

muestra una potente actividad lítica contra 2 cepas de S. aureus. Por otro lado, los fagos 3, 7 y

8 tienen una buena actividad lítica contra una cepa de S. aureus, a diferencia del fago 4 que

tiene una baja actividad lítica. Los fagos 1, 2, 5 y 6, que pertenecen al género Rosenblumvirus,

también presentan actividad lítica variable. Por ejemplo, el fago 6 es el único que actúa con

buena actividad lítica sobre una cepa de S. aureus, mientras que los otros muestran una

escasa lisis. Así también, el fago 2 tiene una potente actividad lítica sobre una cepa de S.

aureus, en comparación de los fagos 1, 5 y 6 que no tienen lisis sobre dicha cepa.

Adicionalmente, en el Laboratorio Vertebral, se evaluó la inocuidad de los 8 fagos líticos en

células eucariontes, utilizando para ello, la línea celular de Células Embrionarias de Riñón Humano

(HEK), en donde se comprobó la inocuidad de dichos fagos líticos frente a células humanas. Los

resultados obtenidos demostraron una viabilidad celular >97% (datos no publicados).

Para los ensayos de prevención de formación de biopelículas y ensayos de degradación de

biopelículas ya formadas, se utilizaron estos 8 fagos líticos a títulos de 108 UFP/mL. Para ello, se

trabajó con el protocolo de titulación de fagos elaborado por el laboratorio Vertebral, el cual se

describe a continuación. Brevemente, se sembró una cepa de S. aureus hospedera para el fago a

titular agregando 20 µL en 5 mL de TSB. Esta siembra se hizo usando dos protocolos ; 1. Se incubó la
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cepa durante 3-4 horas a partir de la mañana, para luego utilizar dicha cepa en fase exponencial, lo

cual fue determinado mediante la confección de una curva de crecimiento bacteriano previo. 2: se

realizó un cultivo durante toda la noche u “OverNight” (ON) a 37°C en condiciones de atmósfera

normal. Posteriormente, dependiendo de la fase de crecimiento del cultivo, se agregó 200 µL de éste

a 3,5 mL de Agar Blando Tripticasa Soja, si la suspensión bacteriana proviene de un cultivo

exponencial, ó 50 µL si la suspensión bacteriana proviene de un cultivo ON. Se homogeneizó en vórtex

durante 3-4 segundos. Posteriormente, se agregó la mezcla de bacteria en agar blando en una placa

Petri con TSA. Se distribuyó la mezcla en toda la placa para lograr una superficie homogénea y lo más

lisa posible, para luego secar por 15 minutos. Se agregaron “spots” de 10 µL de fago diluido con factor

en base 10, desde 10-1 hasta 10-7, preparados en tubos eppendorf con 450 µL de PBS. Todo este

procedimiento se realizó bajo gabinete de bioseguridad clase IIA. Se dejó secar 10 minutos las placas

Petri abiertas dentro del gabinete, para luego incubar a 37°C por 24 horas con la placa de Petri en

posición hacia arriba. Para cada ensayo se realizó el conteo de placas de lisis y se reportó el resultado

como UFP/mL. En la tabla n°1 se muestran los resultados de la titulación de los 8 fagos líticos, para

comprobar que se encontrasen a títulos de 108 UFP/mL.

Tabla n°1: Títulos de 8 fagos líticos de S. aureus.

5.4 Identificación de cepas SAMR productoras de exopolisacárido

Para pesquisar e identificar qué cepas SAMR producen exopolisacárido, componente esencial

de la sustancia polimérica extracelular de las biopelículas, y que por ende nos permite predecir la

formación de biopelículas por parte de una cepa, se utilizó Agar Rojo Congo (ARC). La tinción Rojo
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Congo que contiene este medio se une a los exopolisacáridos producidos por una colonia bacteriana,

dando lugar a un precipitado de color negro y con una colonia de aspecto cristalino y seco. Por otro

lado, colonias bacterianas negativas para la producción de exopolisacárido tienen un aspecto liso, de

color rosado (38, 39).

Brevemente, para elaborar ARC se utilizó Caldo Infusión Cerebro Corazón (caldo BHI) (Biokar

diagnostics, Rue Des 40 Mines, Francia), agar-agar (Becton, Dickinson and Company, Nueva Jersey,

Estados Unidos), tinción Rojo Congo (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), sacarosa (Becton,

Dickinson and Company, Nueva Jersey, Estados Unidos) y agua destilada estéril. Se siguieron las

recomendaciones indicadas por Ferreira et al. (2014) (40), pero con leves modificaciones. Se pesó

cada reactivo para un volumen final de 800 mL. Se agregó 28 g de Caldo BHI, 12 g de agar-agar y 0,64

g de Rojo Congo a 700 mL de agua destilada estéril. Esta solución se autoclavó a 121°C durante 15

minutos. Por separado (para evitar caramelización del caldo), se pesaron 40 g de sacarosa y se

agregaron a 100 mL de agua destilada estéril. Se procedió a homogeneizar la solución de sacarosa y

agua destilada estéril en agitador magnético. Posteriormente, se agregaron estos 100 mL a los 700 mL

de los otros reactivos en agua destilada estéril, para obtener un volumen final de 800 mL y así tener

finalmente el agar rojo congo suplementado con sacarosa, la cual fue filtrada utilizando una jeringa y

filtro estéril con membrana y tamaño de poro de 0,22 µm (Jet Biofil, China).

En este ensayo se sembraron las 50 cepas en estudio, y se ocupó como control positivo la

cepa S. aureus ATCC 25923, y como control negativo una cepa de Yersinia enterocolitica. Se hizo

lectura de los resultados de la siembra a las 24 horas de incubación, a 37°C, en atmósfera normal y en

aerobiosis.
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5.5 Identificación y categorización de cepas SAMR formadoras de biopelículas

Para identificar las cepas SAMR capaces de formar biopelículas en superficies abióticas, se

utilizaron protocolos descritos previamente, con leves modificaciones (23, 38, 41, 42, 43, 44). Para

identificar y categorizar las cepas formadoras de biopelículas, se desarrolló el “ensayo de formación

de biopelículas en medio líquido”. Brevemente, se sembró una cepa extraída del criocongelador en

TSA, incubado en atmósfera aeróbica, durante 18-24 horas a 37°C. Posteriormente, se seleccionaron

3-4 colonias idénticas en tamaño y morfología, y se suspendieron en Caldo Tripticasa Soja (TSB) y se

incubó en shaker o agitación durante 4 horas a 37°C con 150 rpm de agitación (tiempo determinado

mediante confección de curva de calibración para la cepa de S. aureus ATCC 25923 (Figura anexa 6).

Pasadas las 4 horas de incubación, se midió la absorbancia de la suspensión en espectrofotómetro con

una longitud de onda de 630 nm, para ajustar la turbidez a un McFarland 0,5. Una vez ajustada la

concentración, se procedió a diluir 1/100 la suspensión bacteriana con TSB glucosado (TSBg) al 0,5%

p/v, para tener una concentración final de aproximadamente 106 UFC/mL. Esto mismo se procedió a

realizar con el control positivo (S. aureus ATCC 25923) (American Type Culture Collection, Manassas

Virginia 20110-2209).

Una vez preparada la suspensión de bacterias, se cargó una microplaca de titulación de cultivo

de tejidos (NEST Biotechnology, Wuxi, China) con 200 µL de la suspensión bacteriana en triplicado,

seguido de 200 µL de suspensión bacteriana del control positivo (S. aureus ATCC 25923) en triplicado,

y 200 µL de control negativo (TSBg) en sextuplicado. Posteriormente, la microplaca cargada se incubó

a 35-37°C durante 48 horas, sin agitación (estático) y en aerobiosis.

Finalmente, se procedió a determinar la biomasa de la biopelícula producida por la cepa con

el “Ensayo de Cristal Violeta”. Brevemente, en un gabinete de bioseguridad clase IIA (BIOBASE,

BSC-700IIA2-Z, China) se realizaron los siguientes pasos: eliminar el remanente de medio de la

microplaca de titulación en un contenedor para residuos biológicos mediante inversión y sacudida de

26



la microplaca, 20 veces, y luego se secó utilizando papel absorbente con la microplaca boca abajo.

Lavar los pocillos inoculados con la suspensión bacteriana utilizando 300 µL de PBS, luego eliminar el

PBS mediante inversión y agitación de la microplaca, secar y repetir este procedimiento dos veces más

(tres veces en total). Luego del lavado, se fijó la biopelícula agregando 150 µL de metanol (CHEMIX,

Farmalatina, Chile) y se dejó actuar por 20 minutos, para luego eliminar mediante vertimiento,

agitación y finalmente secar la microplaca. Posteriormente, se dejó secar la biopelícula formada en el

pocillo para culminar la fijación, posicionando la microplaca boca abajo y apoyada en sus dos

extremos laterales con unas plataformas para dar altura, y así permitir que el flujo de aire laminar del

gabinete de bioseguridad seque las biopelículas. Este proceso de secado comprendió una duración de

2 horas y 30 minutos. Una vez secadas las microplacas con biopelículas, se añadió 150 µL de Cristal

Violeta al 0.1% p/v (CHEMIX, Farmalatina, Chile) y se dejó actuar por 15 minutos a temperatura

ambiente, para luego eliminar la tinción por vertimiento, y posteriormente realizar un nuevo proceso

de lavado con PBS, agregando 300 µL y realizándose tres veces. A continuación, se agregó 150 µL de

etanol absoluto (100%) (Merck, Darmstadt, Alemania) para eluir el Cristal Violeta adherido a la

biomasa y células que conforman la biopelícula fijada en el pocillo, dejando actuar por 45-50 minutos

en condiciones estáticas y dejando la microplaca con su respectiva tapa para evitar la evaporación del

etanol absoluto. Una vez finalizado el período de elución, se midió la absorbancia del Cristal Violeta

suspendido en los pocillos en un espectrofotómetro (BioTek® 800™ TS Absorbance Reader) con un

filtro de 570 nm. El protocolo de medición de OD570 nm comprende 3 mediciones en distintos períodos

de tiempo, en un tiempo final de 2 minutos, para el cual se utiliza un filtro de 570 nm de longitud de

onda, para pesquisar y medir la absorbancia del Cristal Violeta a dicha longitud de onda y así medir

indirectamente la cantidad de biopelícula formada. Los resultados se anotaron en la aplicación de

hojas de cálculo de Google, Drive.
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Figura n°1: Ensayo con Cristal Violeta (CV) para determinación de biomasa de la biopelícula formada en la
microplaca de titulación. Este ensayo fue utilizado para el ensayo de formación de biopelículas, ensayo de
prevención de formación de biopelículas y ensayo de degradación de biopelículas preformadas.

Además de identificar qué cepas SAMR formaron biopelículas, se determinó el grado de

formación de biopelículas de cada cepa, categorizándolas como cepas no formadoras de biopelícula,

formadoras débiles, formadoras moderadas y formadoras fuertes. Esta categorización, se realizó

obteniendo un valor de Densidad Óptica de corte que permite establecer la categoría a la cual

pertenecen las cepas. Esta Densidad Óptica de corte (ODc) se calculó siguiendo las recomendaciones

establecidas por Stepanovic et al. (2007) (38, 45, 46). Brevemente, se calculó el promedio y la

desviación estándar de las absorbancias del control negativo intracorrida analítica. Con estos valores,

se calculó la ODc con la siguiente fórmula: 𝑂𝐷𝑐 =  𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑂𝐷570 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 +  3σ

En la tabla n°2 se observan los rangos de absorbancia para las distintas categorías.

Tabla n°2: Categorías de cepas formadoras de biopelículas según OD medida y rango calculado (38, 45)

OD570nm de corte (ODc) de la cepa Categoría de la cepa

OD medida ≤ ODc No formadora de biopelícula

ODc < OD medida ≤ 2 ODc Formadora débil de biopelícula

2 ODc < OD medida ≤ 4 ODc Formadora moderada de biopelícula

OD medida > 4 ODc Formadora fuerte de biopelícula

5.6 Ensayo de prevención de formación de biopelículas de SAMR con fagos líticos

El ensayo de prevención de formación de biopelículas se desarrolló en base a lo descrito por

otros autores (47, 48, 49).
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Para este ensayo, se seleccionaron las cepas SAMR categorizadas como formadoras fuertes de

biopelícula (n=23) y se sometieron a los 8 fagos líticos con títulos de 108 UFP/mL a una Multiplicidad

de Infección (MOI) de 50 y 100. Brevemente, se aplicó el siguiente protocolo de formación de

biopelículas en medio sólido: Sembrar la cepa a estudiar en TSA, aeróbicamente, durante 18-24 horas

a 35-37°C. Después de verificar la pureza del cultivo, seleccionar colonias que sean morfológicamente

idénticas y suspender en suero fisiológico al 0,9%. Preparar una suspensión a un McFarland 0,5 (~108

UFC/mL) con turbidímetro y posteriormente ajustarla con espectrofotómetro a 630 nm. Diluir la

suspensión bacteriana 1/50 y 1/100 con TSBg al 0,5% para tener una concentración de 107 UFC/mL y

106 UFC/mL respectivamente:

1. Dilución 1/50 (para MOI 50): 40 µL de suspensión bacteriana + 1960 µL TSBg

2. Dilución 1/100 (para MOI 100): 20 µL de suspensión bacteriana + 1980 µL TSBg

Posteriormente, se cargó la microplaca con las suspensiones bacterianas y se llevó a incubar.

Para ello, se agregaron 100 µL de cada suspensión bacteriana diluida en microplaca de titulación, en

triplicado. Luego, se agregaron 50 µL de fago con títulos de 108 UFP/mL en cada pocillo donde hay

suspensión bacteriana diluida, salvo los pocillos donde van los controles (suspensiones bacterianas

no tratadas). En ellos, se agregaron 50 µL de PBS. Luego, la microplaca cargada se llevó a incubar por

18-24 horas a 35-37°C en condición estática y en aerobiosis. Al día siguiente, se determinó la biomasa

de la biopelícula tratada con fago y no tratada mediante el ensayo de Cristal Violeta descrito en el

punto 5.5 “Identificación y categorización de cepas SAMR formadoras de biopelículas”.

5.7 Ensayo de degradación de biopelículas preformadas de SAMR con fagos líticos

El ensayo de degradación de biopelículas preformadas se desarrolló en base a lo descrito por

otros autores (47, 49, 50, 51). Para este ensayo, también se utilizaron las cepas SAMR categorizadas

como formadoras fuertes de biopelícula (n=23) y se sometieron a los 8 fagos líticos con títulos de 108
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UFP/mL, también con una MOI de 50 y 100. Brevemente, se aplicó un protocolo de formación de

biopelículas en medio sólido descrito en el punto 5.6 “Ensayo de prevención de formación de

biopelículas”, y posteriormente se procedió a cargar las microplacas de titulación con las suspensiones

bacterianas diluidas agregando 100 µL en los pocillos y llevando a incubar a 35-37°C durante 18-24

horas en condición estática y en aerobiosis. Una vez completada la incubación para la formación de

biopelículas, se eliminó el remanente de medio por vertimiento de la microplaca en contenedor de

bioseguridad. Posteriormente, se lavaron los pocillos con biopelícula con PBS para eliminar bacterias

planctónicas, agregando 300 µL y repitiendo 3 veces el lavado. Luego del lavado, se agregaron 50 µL

de fago con título de 108 UFP/mL a cada pocillo donde se formó la biopelícula, y a las biopelículas

controles (no tratadas) se les agregó 50 µL de PBS. Esto se llevó a incubar a 35-37°C durante 18-24

horas en condición estática y en aerobiosis. Luego de esta segunda incubación, se determinó la

cantidad de biomasa en las biopelículas tratadas con fagos y las no tratadas (PBS) mediante el ensayo

de Cristal Violeta descrito en los puntos 5.5 y 5.6 de Materiales y Métodos.

5.8 Análisis estadístico

Cada ensayo se realizó por triplicado, consignando media y desviación estándar. Para

establecer la significancia estadística de la reducción de la biopelícula en cada tratamiento con los

diferentes fagos, se aplicó una prueba no paramétrica de Wilcoxon. Los valores p ≤ 0,05 fueron

considerados estadísticamente significativos para todos los casos (52, 53, 54, 55).
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6.- Resultados

6.1 Identificación y estudio de susceptibilidad antimicrobiana de cepas SAMR

Se confirmó la especie Staphylococcus aureus de las 50 cepas bacterianas dispuestas por el

laboratorio Vertebral, COANIQUEM. Se utilizaron métodos microbiológicos tradicionales, descritos en

el punto 5.1 de la sección “Material y Métodos”. En la Tabla n°3 se pueden ver los resultados.

Tabla n°3: Identificación fenotípica de 50 cepas de SAMR aisladas de IAAS.
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Una vez confirmada la identificación de las cepas como S. aureus, se realizó un antibiograma por el

método de Kirby Bauer, bajo las normas del manual M100 de la CLSI: “Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing”, edición 33 (2023). Se confirmó que las 50 cepas son resistentes a

la Cefoxitina (30 µg), por lo que todas las cepas fueron definidas como Staphylococcus aureus

meticilino resistente (SAMR). Por otro lado, 5/50 (10%) de las cepas, presentaron un fenotipo MLSbi

de resistencia inducible a macrólidos, lincosamidas y estreptogramina b (cepas SA178, SA193, SA196,

SA199 y SA204). Sólo la cepa SA222 (2%) fue resistente a sulfametoxazol/trimetoprim. Los resultados

del antibiograma de las 50 cepas se encuentran en la tabla n°4.

Tabla n°4: Estudio de susceptibilidad antimicrobiana de 50 cepas de SAMR aisladas de IAAS.

FOX = cefoxitina; E = eritromicina; DA = clindamicina; CIP = ciprofloxacino; SXT =
sulfametoxazol/trimetoprim.
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6.2 Identificación de cepas SAMR productoras de exopolisacárido y formadoras de biopelículas

6.2.1 Cepas SAMR productoras de exopolisacáridos

Para determinar qué cepas producen exopolisacárido, un componente esencial de la SPE

(Sustancias Poliméricas Extracelulares) de una biopelícula, se utilizó la técnica de Agar Rojo Congo.

Esta técnica permite revelar de manera temprana la producción de este componente de matriz, el que

es considerado un predictor de si una cepa bacteriana puede o no desarrollar biopelícula (38, 39).

Los resultados mostraron que todas las cepas de SAMR (n=50) producen exopolisacáridos. Los

controles positivos y negativos se comportaron de acuerdo a lo esperado, produciendo un precipitado

de color negro en el primer caso y ausencia de precipitado para el segundo. Este ensayo es un método

cualitativo, y por ende, no permite cuantificar la cantidad de exopolisacárido que produce la cepa. En

la figura n°2 se puede ver un ejemplo de producción de exopolisacárido en Agar Rojo Congo (Ver

figura anexa n°8 para el resto de las cepas).

Figura n°2: SA180, SA181, SA182 y SA183 en agar Rojo Congo (ARC). Control
positivo en el cuadrante inferior de la placa (S. aureus ATCC 25923); Control
negativo en el cuadrante superior de la placa (Y. enterocolítica). La producción de
exopolisacárido se observa como un precipitado de color negro. Las cepas no
productoras de exopolisacárido se ven de un color rosado a rojo pálido, sin
precipitado negro.

33



Los resultados de este estudio se complementaron con la técnica de microplaca de titulación

de poliestireno y determinación de biomasa con cristal violeta, para determinar la capacidad de

formación de biopelículas y cantidad de la biomasa formada para categorizar las cepas.

6.2.2 Detección de cepas SAMR formadoras de biopelículas

El estudio de formación y categorización de biopelículas en superficie abiótica evidenció que

el total de las 50 cepas estudiadas fueron productoras de biopelículas.

Al aplicar los puntos de categorización de cepas formadoras de biopelículas según Stepanovic

et al. (2007) (41), los resultados muestran que: 14 cepas son formadoras débiles de biopelículas

(28%), 13 cepas son formadoras moderadas de biopelículas (26%), y 23 cepas son formadoras fuertes

de biopelículas (46%), lo cual se puede observar en la tabla n°5 y figura n°3.

Tabla n°5: Identificación de cepas SAMR formadoras de biopelículas y categorización de la
capacidad de formación.

Figura n°3: Porcentajes en la categorización de cepas SAMR formadoras de biopelículas
F es fuerte; M es moderado; D es débil; NF es no formador
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6.3 Prevención de formación de biopelículas de SAMR con fagos líticos

Para este ensayo se llevó a cabo el estudio de prevención e inhibición temprana de la

formación de biopelículas a las 24 horas con fagos líticos, utilizando 8 fagos e incluyendo sólo las

cepas formadoras fuertes de biopelículas (n=23). En las figuras n°4 y n°5 se muestran los resultados

obtenidos del ensayo de prevención de formación de biopelículas utilizando los fagos 3 y 8 a modo de

ejemplo, con cada cepa formadora fuerte de biopelícula, en donde se grafica la densidad óptica a 570

nm de la biopelícula formada por cada cepa en el eje Y, tratada y no tratada (control), a una MOI de 50

y MOI 100 en el eje X. En la tabla n°6 se muestran los porcentajes de disminución de biomasa de

biopelícula, para cada fago, a distintas MOI (MOI 50 y MOI 100).
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Figura n°4: Prevención de formación de biopelículas de SAMR con fago 3, a MOI 50 y MOI 100, con las 23 cepas
formadoras fuertes de biopelículas.
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Figura n°5: Prevención de formación de biopelículas de SAMR con fago 8, a MOI 50 y MOI 100, con las 23 cepas
formadoras fuertes de biopelículas.
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Tabla n°6: Porcentajes de disminución de biomasa en el ensayo de prevención de formación de biopelículas,
tratada con cada fago, a MOI 50 y MOI 100.

Ensayo de Prevención de Biopelículas de SAMR mediante fagos líticos

Fago MOI 50 MOI 100

1 34,20%(*) 29,35%

2 35,37% 30,29%

3 62,85% 65,16%

4 54,57% 54,28%

5 -6,38% 9,58%

6 -12,59% 0,72%

7 56,61% 61,32%

8 58,92% 65,97%

(*) El porcentaje de disminución fue calculado al dividir el promedio de la absorbancia de los casos tratados con
fago y el promedio de la absorbancia de los casos controles, multiplicado por 100.

En el ensayo de prevención, se obtuvo que los fagos 1, 2, 3, 4, 7 y 8 (75%) evidenciaron una

disminución en la biomasa de la biopelícula tratada respecto a su control, destacándose los fagos 3, 7

y 8 por su alta reducción de biomasa, que va de un 56,61% a un 65,97%. Por otro lado, los fagos 5 y 6

(25%) no fueron capaces de prevenir la formación de biopelículas, mostrando los valores más bajos de

inhibición de biomasa (MOI 100), o incluso de forma inversa, favoreciendo el crecimiento de una

biopelícula (MOI 50). Respecto de la MOI, se observaron leves diferencias entre la MOI 50 y MOI 100,

con una tendencia a una mejor actividad de prevención a MOI 100 para los fagos que presentan mejor

actividad (fago 3, 7 y 8).

6.4 Degradación de biopelículas preformadas de SAMR con fagos líticos

El ensayo de degradación de biopelículas preformadas con fagos líticos, comprendió la

utilización de biopelículas formadas a las 24 horas. Se repitieron las mismas condiciones de
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tratamiento del ensayo previo, y así también las condiciones de incubación. En las figuras n°6 y n°7 se

muestran los resultados obtenidos del ensayo de degradación de biopelículas preformadas utilizando

los fagos 1 y 7, con las 23 cepas SAMR formadoras fuertes de biopelícula. En la tabla n°7 se muestran

los promedios de porcentaje de disminución de biomasa de biopelícula, para cada fago, a distintas

MOI (MOI 50 y MOI 100).
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Figura n°6: Degradación de biopelículas preformadas de SAMR con fago 1, a MOI 50 y MOI 100, con las 23
cepas formadoras fuertes de biopelículas.
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Figura n°7: Degradación de biopelículas preformadas de SAMR con fago 7, a MOI 50 y MOI 100, con las 23
cepas formadoras fuertes de biopelículas.
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Tabla n°7: Porcentajes de disminución de biomasa en el ensayo de degradación de biopelículas preformadas,
tratada con cada fago, a MOI 50 y MOI 100.

Ensayo de Degradación de Biopelículas de SAMR mediante fagos líticos

Fago MOI 50 (*) MOI 100 (*)

1 15,62% 18,14%

2 4,42% 6,01%

3 -1,84% -4,62%

4 0,49% 3,48%

5 8,31% 7,86%

6 4,74% 5,67%

7 20,99% 19,24%

8 1,59% -6,19%

(*) El porcentaje de disminución fue calculado al dividir el promedio de la absorbancia de los casos tratados con
fago y el promedio de la absorbancia de los casos controles, multiplicado por 100.

Los resultados del ensayo de degradación, evidenciaron que los fagos 1 y 7 (2/8; 25%) son los

que presentaron mejor capacidad para degradar biopelícula preformada, con un porcentaje de

disminución de biomasa que fluctuó entre los 15,62% a 20,99%. El fago 1 mostró su mejor capacidad

de degradación a un MOI 100 (18,14%), mientras que el fago 7 tuvo mejor comportamiento a un MOI

50 (20,99%). Por otro lado, los fagos 5, 6, 2, 8 y 4 (ordenados decrecientemente según su actividad)

mostraron una reducida capacidad para degradar biopelícula. De estos, sólo los fagos 6, 2 y 4

exhibieron una mejor capacidad para degradar biopelículas a un MOI 100. Por último, el fago 3 no fue

capaz de degradar biopelícula en ninguno de los 2 MOI ensayados.
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6.5 Análisis estadístico

Prevención de formación de biopelículas de SAMR con fagos líticos

En las tablas n°8 y n°9 se muestran los resultados del análisis estadístico utilizando la prueba

de Wilcoxon, la cual es una prueba no paramétrica utilizada cuando no se puede suponer una

normalidad de dichas muestras, y que permite comparar el resultado de dos variables relacionadas y

determinar si existe una diferencia estadísticamente significativa entre ellas. Para esta prueba, se

trabajó con un ⍺ = 0,05.

El análisis estadístico demostró que para el ensayo de prevención de formación de

biopelículas, 6/8 fagos (1, 2, 3, 4, 7 y 8) (75%) mostraron una reducción significativa de la biomasa de

la biopelícula respecto a su control, tanto para una MOI de 50 como para una MOI 100.

Tabla n°8: Análisis estadístico para el ensayo de prevención de formación de biopelículas de SAMR, a MOI 50,

utilizando prueba de Wilcoxon.

Fago Estadística MOI 50 Control p*

1

Media 0,506 0,801

Mediana 0,306 0,660 <0,001

D. estándar 0,582 0,560

2

Media 0,514 0,801

Mediana 0,379 0,660 <0,001

D. estándar 0,528 0,560

3

Media 0,252 0,819

Mediana 0,219 0,683 <0,001

D. estándar 0,063 0,456

4

Media 0,328 0,819

Mediana 0,235 0,683 <0,001

D. estándar 0,207 0,456
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5

Media 0,727 0,680

Mediana 0,533 0,528 0,92

D. estándar 0,585 0,421

6

Media 0,763 0,680

Mediana 0,668 0,528 0,18

D. estándar 0,517 0,421

7

Media 0,279 0,718

Mediana 0,196 0,518 <0,001

D. estándar 0,274 0,488

8

Media 0,234 0,718

Mediana 0,208 0,518 <0,001

D. estándar 0,086 0,488

En rojo se destacan aquellos resultados en donde el cambio de la biomasa de la biopelícula, medido en densidad óptica, fue
estadísticamente significativo.

Tabla n°9 - Análisis estadístico para el ensayo de prevención de formación de biopelículas de SAMR, a MOI 100,
utilizando prueba de Wilcoxon.

Fago Estadística MOI 100 Control p*

1

Media 0,625 0,922

Mediana 0,391 0,678 <0,001

D. estándar 0,665 0,707

2

Media 0,659 0,922

Mediana 0,358 0,678 <0,001

D. estándar 0,642 0,707

3

Media 0,240 0,850

Mediana 0,223 0,679 <0,001

D. estándar 0,044 0,443

4
Media 0,345 0,850
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Mediana 0,222 0,679 <0,001

D. estándar 0,293 0,443

5

Media 0,684 0,728

Mediana 0,550 0,553 0,06

D. estándar 0,538 0,467

6

Media 0,741 0,728

Mediana 0,556 0,553 0,83

D. estándar 0,579 0,467

7

Media 0,358 0,860

Mediana 0,196 0,624 <0,001

D. estándar 0,643 0,739

8

Media 0,213 0,860

Mediana 0,203 0,624 <0,001

D. estándar 0,027 0,739

En rojo se destacan aquellos resultados en donde el cambio de la biomasa de la biopelícula, medido en densidad
óptica, fue estadísticamente significativo.

Degradación de biopelículas preformadas de SAMR con fagos líticos

En las tablas n°10 y n°11 se muestran los resultados de los análisis estadísticos para el ensayo

de degradación de biopelículas preformadas. Brevemente, a una MOI de 50, los fagos 1, 2, 5 y 7

mostraron una reducción significativa de la biomasa de la biopelícula generada respecto a su control.

Por otro lado, a una MOI de 100, los fagos 1, 2, 5, 6 y 7 mostraron una reducción significativa de la

biomasa respecto a su control.

Tabla n°10: Análisis estadístico para el ensayo de degradación de biopelículas preformadas de SAMR, a MOI 50,
utilizando prueba de Wilcoxon.

Fago Estadística MOI 50 Control p*

1
Media 0,240 0,286
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Mediana 0,233 0,284 <0,001

D. estándar 0,021 0,035

2

Media 0,273 0,286

Mediana 0,261 0,284 0,01

D. estándar 0,036 0,035

3

Media 0,298 0,308

Mediana 0,299 0,284 0,39

D. estándar 0,052 0,132

4

Media 0,292 0,308

Mediana 0,282 0,284 0,39

D. estándar 0,051 0,132

5

Media 0,420 0,461

Mediana 0,395 0,426 0,03

D. estándar 0,134 0,137

6

Media 0,433 0,461

Mediana 0,422 0,426 0,11

D. estándar 0,108 0,137

7

Media 0,256 0,336

Mediana 0,233 0,305 <0,001

D. estándar 0,075 0,114

8

Media 0,312 0,336

Mediana 0,271 0,305 0,13

D. estándar 0,116 0,114

En rojo se destacan aquellos resultados en donde el cambio de la biomasa de la biopelícula, medido en densidad
óptica, fue estadísticamente significativo.

Tabla n°11: Análisis estadístico para el ensayo de degradación de biopelículas preformadas de SAMR, a MOI 100,
utilizando prueba de Wilcoxon.
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Fago Estadística MOI 100 Control p*

1

Media 0,238 0,294

Mediana 0,238 0,282 <0,001

D. estándar 0,022 0,042

2

Media 0,274 0,294

Mediana 0,270 0,282 <0,001

D. estándar 0,027 0,042

3

Media 0,327 0,334

Mediana 0,294 0,287 0,20

D. estándar 0,105 0,210

4

Media 0,296 0,334

Mediana 0,286 0,287 0,29

D. estándar 0,057 0,210

5

Media 0,441 0,481

Mediana 0,433 0,461 0,048

D. estándar 0,140 0,137

6

Media 0,451 0,481

Mediana 0,449 0,461 0,03

D. estándar 0,126 0,137

7

Media 0,269 0,343

Mediana 0,243 0,309 <0,001

D. estándar 0,089 0,098

8

Media 0,345 0,343

Mediana 0,278 0,309 0,54

D. estándar 0,165 0,098

En rojo se destacan aquellos resultados en donde el cambio de la biomasa de la biopelícula, medido en densidad
óptica, fue estadísticamente significativo.
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7.- Discusión

7.1 Identificación y categorización de cepas SAMR productoras de biopelículas

Para esta investigación, primero se identificó y categorizó las cepas que son capaces de formar

biopelículas. Mediante Agar Rojo Congo (ARC), se determinó que el 100% de las cepas SAMR

produjeron exopolisacáridos, de forma análoga a lo reportado por Ferreira et al. (2014) quien

demostró que de 64 cepas de S. aureus, el 100% produjo exopolisacáridos (40). Sin embargo, en otro

estudio, Manandhar et al. (2018) reportó que de 131 cepas SAMR sólo el 1,52% dió positivo para la

producción de exopolisacárido, lo cual contrastó con los resultados del Método en Tubo (MT) y

Microplaca de Titulación de Poliestireno (MTP), los cuales dieron porcentajes más altos de positividad

para formación de biopelícula (28% y 43,5%, respectivamente) (56). Una posible explicación a las

diferencias observadas con los ensayos de Manandhar et al. (2018), podría ser la composición

diferente del medio de cultivo y/o condiciones de incubación especiales no reportadas por la autora.

Posterior al estudio en ARC, se procedió a identificar las cepas formadoras de biopelículas a través del

método MTP. En este estudio, los resultados de MTP mostraron buena correlación con los obtenidos

en el ensayo de ARC, dado que todas las cepas que produjeron exopolisacáridos, también fueron

capaces de formar biopelículas. El grado de formación de biopelículas fue variable, y predominaron las

cepas fuertes (46%). De manera similar, Oyama et al. (2016) informó que de 20 cepas SAMR, el 100%

produjo biopelículas y el 50% de ellas fueron fuertes (57). Así también, Saud et al. (2023) reportó que

de 109 cepas SAMR, el 71,56% de ellas formó biopelículas, y el 48,71% eran formadoras fuertes (58).

En otro estudio, Niek et al. (2021) estudió 36 cepas SAMR, encontrando que el 100% produjo

biopelículas y el 91,7% de ellas fueron formadoras fuertes (59). Por otro lado, Boudet et al. (2021)

informó que de 35 cepas SAMR, el 100% formó biopelículas y el 27% fueron formadoras fuertes (60).
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Aunque hay diferencias entre los resultados publicados por estos estudios, es interesante

destacar que en las cepas SAMR, hay una fracción importante de cepas formadoras fuertes de

biopelículas, lo cual clínicamente se podría relacionar a la patogenia de SAMR y favorecer las

infecciones crónicas, persistentes y recurrentes.

Además de los estudios fenotípicos, sería interesante incluir la detección de genes asociados a

la formación de biopelícula, lo cual permitiría correlacionar la base genética de las biopelículas y su

expresión fenotípica en distintas matrices y condiciones, y posteriormente estudiar la influencia del

micro y macroambiente que rodea la cepa y cómo estos determinan la formación de biopelículas, ya

sea estudiando la formación en distintas condiciones de incubación (medio de cultivo, temperatura,

tiempo, modelo estático/dinámico).

7.2 Prevención de formación de biopelículas de SAMR por fagos líticos

Una vez identificadas y categorizadas las cepas productoras de biopelículas, se seleccionaron

aquellas cepas formadoras fuertes (n=23) y se investigó la capacidad de 8 fagos líticos para prevenir la

formación de biopelículas. En el estudio de interacción de fagos y biopelículas, se describe que la

prevención o inhibición de una biopelícula, ocurre en las etapas iniciales del ciclo de una biopelícula, y

comprende tanto la fase planctónica de una bacteria, como su adhesión reversible e irreversible a una

matriz. Por lo tanto, dentro de los mecanismos de prevención se considera también el efecto lítico per

se de un fago, el cual favorece el efecto antibiopelícula Abedon et al. (2021) (61).

En este estudio, el 75% de los fagos mostró una significativa actividad de prevención de la

formación de biopelículas, lo cual se evidenció en una menor producción de biomasa de las cepas

coincubadas con fagos respecto a las cepas control, no incubadas con fagos (56,61%-65,97%).

Estudios previos de prevención de la formación de biopelículas en S. aureus, mediante la acción de

fagos líticos, muestran variación en los porcentajes de prevención medidos en biomasa (63, 64), lo
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cual puede ser atribuible a diferencias en el RH de los fagos y a las condiciones de incubación del

ensayo (que son variable entre estudios), lo cual probablemente explicaría en parte por qué los datos

son dispares.

Nuestros resultados de prevención en la formación de biopelículas concuerdan con lo descrito

en la literatura, en la cual en general los fagos tienen un mejor rendimiento de actividad

antibiopelícula en las etapas iniciales del ciclo de una biopelícula en comparación de las etapas

posteriores, tal como lo señala Tkhilaishvili et al. (2020), quien indica que la prevención de la

formación de biopelículas con fagos líticos se considera la mejor estrategia para reducir su aparición,

por el hecho de que una biopelícula ya establecida o preformada es más difícil de erradicar (62).

7.3 Degradación de biopelículas preformadas de SAMR por fagos líticos

Posterior al estudio de prevención de biopelículas, se procedió a investigar la degradación de

biopelículas preformadas de S. aureus. Nuestro estudio permitió dilucidar que el 25% de los fagos

tuvo una degradación significativa de la biomasa de la biopelícula, resultado que difiere a lo reportado

por Gutierrez et al. (2015), quien comunicó que el 100% de los fagos (n=2) degradó biopelículas de 51

cepas de S. aureus (65). Además, Totten et al. (2022) notificó que el 33% de ellos produjo una

reducción significativa en la biomasa de la biopelícula de 122 cepas de S. aureus (66).

Se observa una heterogeneidad en cuanto a la capacidad de los fagos para degradar

biopelículas preformadas por S. aureus. Cabe hacer notar que en esta etapa del ciclo de una

biopelícula, el componente más importante y que le plantea dificultades a un fago, molécula o

compuesto, para penetrarla es la SPE. Por lo tanto, aquellos fagos que sinteticen y/o tengan en su

estructura una despolimerasa, eventualmente podrían tener mayor facilidad para degradar

biopelículas a comparación de aquellos fagos que no sinteticen despolimerasas. Sin embargo, tal

como destaca Bielecka et al. (2021), pese a que un fago produzca despolimerasa libre o asociada a su
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estructura, la función de esta depende de la cantidad y tipo de polisacárido, puesto que algunas

degradan bien la SPE, pero no el polisacárido capsular de una cepa bacteriana. Por lo tanto, el

sintetizar despolimerasas no asegura una degradación, y a su vez, que un fago no sintetice

despolimerasas no necesariamente significa que sea incapaz de degradar biopelículas (67).

Finalmente, nuestros resultados respaldan lo reportado en la literatura, respecto a que los

fagos tendrían una menor actividad antibiopelícula en la degradación de una biopelícula preformada,

que en la inhibición de su formación, lo cual depende de las características del fago y su capacidad de

degradación asociada a enzimas, así como de la composición de polisacáridos de la biopelícula.

Para complementar el estudio de la degradación de biopelículas por parte de un fago lítico y

mejorar su interpretación, sería interesante investigar previamente la constitución genética de un fago

y si este posee genes que codifiquen despolimerasas, así como también estudiar la expresión

fenotípica de esta, interacciones y condiciones óptimas para su función catalítica. Por otro lado,

ensayos de interacción fago-biopelículas deberían considerar estandarizar algunos parámetros

experimentales con el propósito de homogeneizar los resultados y permitir comparación, como por

ejemplo aquellos asociados a las características biológicas de un fago: 1) la curva de crecimiento de un

solo paso de un fago, 2) el tamaño de explosión del fago a estudiar, 3) el rango de hospedero del fago,

4) la cinética de la actividad de prevención, 5) estandarización de las condiciones de incubación,

títulos del fago y concentración de la bacteria.

Algunas preguntas que subyacen a la experimentación in vitro llevada a cabo en esta investigación,

son: ¿Por qué se usaron fagos que tienen poca o nula capacidad lítica en la bacteria? y ¿El efecto

antibiopelícula fue un efecto inespecífico de menor viabilidad celular bacteriana? En respuesta a la

primera pregunta, la decisión de estudiar fagos que pudieran tener un rango de hospedero limitado, o

con una leve actividad lítica, se basa en que la actividad lítica planctónica de un fago es independiente

de la actividad enzimática degradante de matriz extracelular que posea. En otras palabras, son vías
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independientes de destrucción de componentes producidos por la bacteria y de lisis celular

propiamente tal. Por ello, que un fago tenga una leve actividad lítica planctónica no implica su

descarte automático, y debe ser probado en estudios de susceptibilidad de biopelículas, ya que podría

presentarse una actividad degradante, más no una actividad lítica, lo cual puede ser visualizado

mediante estudios de degradación de matriz con anticuerpos marcados, y en contraste, con estudios

de determinación de viabilidad celular, como por ejemplo, el ensayo con XTT

(2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida).

En respuesta a la segunda pregunta, el efecto antibiopelícula comprende varias etapas, de las cuales

destaca la prevención, control y degradación de biopelículas. El control, entendido como el período en

que los fagos funcionan como interferentes en la acumulación de células planctónicas y matriz

extracelular, permite el impedimento de mayor formación de biopelícula. Por lo tanto, el efecto de los

fagos sobre las bacterias es llevar a una menor viabilidad celular para evitar una formación posterior

de biopelículas, más no la viabilidad celular de una bacteria impida la formación de biopelículas. De

hecho, las cepas bacterianas a estudiar primero son cultivadas en medios enriquecidos y no selectivos

ni diferenciales, de tal manera de otorgarle un ambiente en que ellas puedan expresar su mayor

cantidad de factores y encontrarse metabólicamente activas (61).

7.3 Limitaciones

Algunas limitaciones de este trabajo de investigación se relacionan con lo reportado por

Abedon et al. (2021) (61). Para la identificación de cepas formadoras de biopelículas, sólo se utilizó un

punto de tiempo para la determinación de la biomasa (punto final), fijado a las 48 horas de incubación

(41). Las principales limitantes para no haber hecho un estudio cinético fueron el alto requerimiento

de tiempo y lo laborioso del método, considerando el tener que trabajar con 50 cepas bacterianas.

En segundo lugar, la determinación de la cantidad de biopelícula fue realizada con el ensayo

de cristal violeta, el cual solo permite cuantificar la biomasa. Este ensayo podría no ser tan preciso,
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debido a que sólo mide biomasa (conjunto de células viables, no viables y matriz extracelular), por lo

que de forma complementaria sería útil emplear otro método que mida biopelícula formada.

En tercer lugar, se caracterizó la actividad antibiopelícula de los 8 fagos líticos sólo en

condiciones estáticas, por 24 horas y a temperatura de 35-37°C. Las razones por las cuales no se

emplearon otras condiciones, como distinta temperatura de incubación, otros tiempos de medición y

trabajar concomitantemente con un modelo dinámico, fueron la laboriosidad compleja y la alta

demanda de tiempo.

8.- Conclusiones

Se estudiaron 50 cepas SAMR chilenas obtenidas de las zonas Norte, Centro y Sur del país, las

cuales fueron capaces de formar biopelículas en una matriz abiótica de poliestireno, y de ellas, el 46%

fueron caracterizadas como formadoras fuertes de biopelículas.

Los 8 fagos líticos del laboratorio Vertebral (COANIQUEM) fueron probados contra

biopelículas de las cepas SAMR formadoras fuertes de biopelícula para determinar su actividad

antibiopelícula, de los cuales el 75% tuvo una actividad de prevención y el 25% tuvo una actividad de

degradación de biopelículas preformadas.

Los resultados permiten demostrar que de este grupo de fagos, algunos de ellos califican para

ser parte de un cóctel de fagos que se dirija contra bacterias de importancia clínica que forman

biopelículas, como S. aureus, para ser usados como una alternativa terapéutica al uso de

antimicrobianos convencionales, y así combatir la falla terapéutica y el aumento de comorbilidades, la

resistencia antimicrobiana y el costo excesivo asociado al gasto de insumos médicos causado por

bacterias multirresistentes. Este estudio sienta las bases del comienzo del estudio de la interacción

fago-biopelícula a partir de fagos y cepas bacterianas chilenas, y la promoción de los fagos líticos

como una alternativa terapéutica útil, prometedora y natural.
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8.1 Proyecciones

En estudios posteriores, los resultados podrían ser optimizados estudiando cuantitativamente

las biopelículas utilizando más de una técnica, como por ejemplo, determinación de biomasa por

ensayo de CV y determinación de viabilidad mediante recuento de colonias.

Los resultados de la actividad antibiopelícula de los fagos puede ser mejorada al ser estudiada

bajo distintas condiciones de temperatura, utilización tanto de modelos estáticos como dinámicos,

títulos estandarizados, y utilizando MOI más amplias. A su vez, es conveniente que la visualización de

la actividad antibiopelícula de los fagos sea mediante un estudio cinético (determinaciones en

diferentes puntos de tiempo), pues el eventual surgimiento de mutantes insensibles a bacteriófagos

(MIB) durante el ensayo podrían entorpecer los resultados de las determinaciones de punto final.

También, la actividad antibiopelícula de los fagos puede ser interpretada de una manera más acabada

al conocer la capacidad codificante de despolimerasa, lo cual se podría hacer previamente haciendo

un estudio genotípico y tamizaje fenotípico de degradación de SPE por parte de estas enzimas.

8.2 Propuestas de investigación

Como ideas para futuras investigaciones relacionadas al estudio de las biopelículas,

interacción fago-biopelícula y actividad antibiopelícula de los fagos líticos, sería interesante estudiar el

antagonismo en la formación de biopelículas de S. aureus con algún otro microorganismo causante de

infecciones asociadas a biopelículas y que se encuentran en el ambiente intrahospitalario. Así

también, evaluar la actividad antibiopelícula de un cóctel de fagos, compuesto por fagos que tengan

actividad de prevención y otros que tengan actividad degradante, sobre biopelículas de S. aureus.

También, estudiar el sinergismo de fagos líticos y antibióticos contra biopelículas de S. aureus. Por

último, estudiar las posibles interferencias que podrían haber al aplicar fagos sólos y un cóctel de
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fagos sobre una biopelícula compuesta por más de una cepa de S. aureus, y así también, por distintas

especies de Staphylococcus, como S. aureus y S. epidermidis.
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10.- Anexos

Figura anexa n°1 - Resistencia a oxacilina en cepas de S. aureus, serie 2012 a 2020

*Instituto de Salud Pública de Chile. BOLETÍN DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA. 2022 [cited 2023 Jun 4];1–29. Available from:

https://www.ispch.cl/wp-content/uploads/2022/09/BoletinRAM_FINAL-1-1.pdf

Figura anexa n°2 - Ciclo de la biopelícula de Staphylococcus

*Katrin S, R HA. Staphylococcal Biofilm Development: Structure, Regulation, and Treatment Strategies. Microbiology and Molecular Biology
Reviews [Internet]. 2020 Aug 12;84(3):10.1128/mmbr.00026-19. Available from: https://doi.org/10.1128/mmbr.00026-19.
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Figura anexa n°3 - Diferentes genes y su relación en la formación de biopelículas de S. aureus

*Idrees M, Sawant S, Karodia N, Rahman A. Staphylococcus aureus Biofilm: Morphology, Genetics, Pathogenesis and Treatment Strategies.

Int J Environ Res Public Health [Internet]. 2021;18(14). Available from: https://www.mdpi.com/1660-4601/18/14/7602.

Figura anexa n°4 - Eliminación de biopelículas utilizando fagos y enzimas derivadas de fago

*Chang C, Yu X, Guo W, Guo C, Guo X, Li Q, et al. Bacteriophage-Mediated Control of Biofilm: A Promising New Dawn for the Future. Front
Microbiol [Internet]. 2022;13. Available from: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.825828.
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Documento anexo n°5 - “Construyendo partnerships para fortalecer la investigación en heridas y
quemaduras”

Figura anexa n°6 - Curva de calibración de cepa de referencia (S. aureus ATCC 25923)

*Elaboración propia
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Figura anexa n°7 - Diferentes aspectos de las interacciones fago-biopelícula

Referencia: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8234374/

Figura anexa n°8 - Cepas SAMR sembradas en Agar Rojo Congo

*Elaboración propia
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Tabla anexa n°1 - Tipos de SCCmec actualmente identificados en cepas de S. aureus

*Lee AS, de Lencastre H, Garau J, Kluytmans J, Malhotra-Kumar S, Peschel A, et al. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Nat Rev Dis

Primers [Internet]. 2018;4(1):18033. Available from: https://doi.org/10.1038/nrdp.2018.33

Tabla anexa n°2 - Listado de patógenos prioritarios por la OMS

Prioridad 1: CRÍTICA

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos

Enterobacterales resistentes a carbapenémicos y productores de BLEE

Prioridad 2: ELEVADA

Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y con sensibilidad disminuida a la vancomicina

Helicobacter pylori resistente a claritromicina

Campylobacter spp. resistente a fluoroquinolonas

Salmonella spp. resistente a fluoroquinolonas
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Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas y fluoroquinolonas

Prioridad 3: MEDIA

Streptococcus pneumoniae con susceptibilidad disminuida a la penicilina

Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina

Shigella spp. resistente a fluoroquinolonas

*Organización Mundial de la Salud. La OMS publica la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente nuevos antibióticos

[Internet]. 2017 [cited 2023 Jun 4]. p. 1–1. Available from:
https://www.who.int/es/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed.

Tabla anexa n°3 - Potenciales beneficios de la fagoterapia respecto a la terapia con antibióticos

*Soressa Bakala G, Motuma D. Review of bacteriophage and its applications. International Journal of Veterinary Science and Research
[Internet]. 2022 Sep 27;8(3):133–47. Available from: https://peertechzpublications.com/articles/IJVSR-8-226.pdf

Tabla anexa n°4 - Ventajas y limitaciones de los bacteriófagos en el biocontrol
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*Soressa Bakala G, Motuma D. Review of bacteriophage and its applications. International Journal of Veterinary Science and Research
[Internet]. 2022 Sep 27;8(3):133–47. Available from: https://peertechzpublications.com/articles/IJVSR-8-226.pdf

Tabla anexa n°5 - Sitio de infección y número de cepas de S. aureus colectadas de hospitales de la
Zona Norte, Zona Sur y Región Metropolitana de Chile.

Sitio de infección Número de cepas

Sangre 25

Tejidos 21

Líquidos estériles 4

*Elaboración propia

Tabla anexa n°6 - Características genéticas relevantes del análisis bioinformático de bacteriófagos de
S. aureus de la colección de fagos líticos del laboratorio Vertebral

Fago Familia Género
Tamaño
(Kpb)

Presencia genes no
deseados (1)

Estilo de vida
(2)

1 Rountreeviridae Rosenblumvirus 17.2 No Lítico

2 Rountreeviridae Rosenblumvirus 17.1 No Lítico

3 Herelleviridae Kayvirus 153.9 No Lítico

4 Herelleviridae Kayvirus 165.6 No Lítico

5 Rountreeviridae Rosenblumvirus 17.2 No Lítico

6 Rountreeviridae Rosenblumvirus 17.3 No Lítico

7 Herelleviridae Kayvirus 154.9 No Lítico

8 Herelleviridae Kayvirus 154.9 No Lítico

*Elaboración propia

(1) Toxinas, genes de resistencia antibiótica y factores de virulencia
(2) Predicción del estilo de vida se utilizó la herramienta de predicción BACPHLIP (v0.9.6)
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