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Resumen  

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una bacteria conocida por su capacidad para formar 

biopelículas, lo que dificulta el tratamiento de las infecciones asociadas a ella. En este estudio 

experimental, nos centramos en la evaluación de la actividad lítica de dos fagos: vB_Pae-phi_Mx1 

y vB_Pae-phi_Mx2, sobre la biopelícula de 12 cepas de P. aeruginosa multirresistente. Se inició 

el estudio verificando la viabilidad y la pureza de todas las cepas que fueron usadas mediante el 

uso de MALDI-TOF y se identificó que una cepa (la número 1) no correspondía a Pseudomonas, 

por lo que fue excluida del análisis; posteriormente se realizó la propagación de los fagos en donde 

se obtuvo un título más alto para el fago vB_Pae-phi_Mx1. Al evaluar el efecto lítico se observó 

que el fago vB_Pae-phi_Mx1 presentaba una actividad lítica estadísticamente significativa contra 

todas las biopelículas de P. aeruginosa estudiadas, este hallazgo destaca la eficacia del fago en la 

eliminación del exopolisacárido. En el caso del fago vB_Pae-phi_Mx2, se obtuvo un efecto lítico 

en 11 de las 12 cepas analizadas, sin embargo, la cepa 83 demostró resistencia, indicando posibles 

variaciones en la susceptibilidad. Este estudio experimental proporciona evidencia de la capacidad 

lítica de los fagos vB_Pae-phi_Mx1 y vB_Pae-phi_Mx2 sobre la biopelícula de P. aeruginosa, lo 

que sugiere que podrían ser herramientas prometedoras en el control de biopelículas. 
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Introducción 

En el ámbito hospitalario, la presencia y persistencia de microorganismos patógenos representan 

un desafío constante para la atención médica debido a debido a su resistencia a los antibióticos, su 

capacidad para causar infecciones graves, además de los costos asociados con su tratamiento y 

manejo. Entre estos microorganismos, el acrónimo ESKAPE identifica a seis especies bacterianas 

que muestran una habilidad excepcional para evadir los efectos de los tratamientos antimicrobianos 

convencionales. Estos microorganismos son Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter spp. 

La resistencia a múltiples fármacos de estos microorganismos limita las opciones de tratamiento y 

aumenta la morbilidad y mortalidad asociadas a las infecciones hospitalarias. Además, la 

transmisión de estos microorganismos entre pacientes y la capacidad de formar biopelículas en 

dispositivos médicos contribuyen a su persistencia (Santajit & Indrawattana, 2016).  

En México se han realizados distintos estudios para evaluar el impacto en las infecciones asociadas 

a sistemas de salud de P. aeruginosa multirresistente encontrando que al ser resistente limita las 

opciones de tratamiento (González et al. 2019), además de infectar a pacientes 

inmunocomprometidos disminuyendo su capacidad de supervivencia al desarrollar una patología 

crónica (Bustamante et al. 2021). Lo que evidencia la necesidad de buscar nuevas terapias que 

puedan ayudar a eliminar estas infecciones. 
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Multirresistencia 

La multirresistencia a los antibióticos es un fenómeno preocupante que ha surgido como una 

amenaza a la salud pública en todo el mundo pues se trata de la capacidad que han desarrollado los 

microorganismos para resistir los efectos de los bactericidas. Es clasificado como un problema 

crítico porque se asocia con altas probabilidades en el fracaso de un tratamiento antibiótico e 

infecciones recurrentes, las infecciones comunes que alguna vez fueron tratables pueden volverse 

intratables (Huemer et al., 2020), lo que lleva a un incremento en la tasa de morbilidad y mortalidad, 

que, a su vez aumentan los costos de la atención médica (Jean & Harnod, 2022).  

Se ha documentado que los microorganismos hacen uso de diferentes estrategias que permiten la 

supervivencia de éstos. La resistencia innata es una característica constante de una especie, cepa o 

grupo bacteriano, que se atribuye a sus características físicas como lo puede ser la impermeabilidad 

de la membrana celular, la falta de algún receptor al antimicrobiano o la producción de enzimas 

que modifiquen o inactiven a los antibióticos. Otro tipo de resistencia es la adquirida y existen dos 

estrategias principales: la mutación genética y la adquisición de ADN a través de la transferencia 

horizontal de genes Esta diversidad de mecanismos se va desarrollando con la finalidad de 

garantizar la supervivencia al inhibir los efectos de los antibióticos (Urban et al., 2022).  

La comprensión de estos mecanismos junto con la vigilancia de la resistencia es crucial para el 

desarrollo de nuevas estrategias efectivas para combatir las infecciones por bacterias 

multirresistentes a los antibióticos (Shelanah et al., 2017). 
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 Panorama en México 

El panorama en México como en muchos de los países en vías de desarrollo se encuentra en una 

posición vulnerable frente a la multirresistencia. El uso excesivo e inadecuado de antibióticos 

representa uno de los factores más importantes, lo anterior engloba la prescripción inadecuada, la 

automedicación, el consumo de medicamentos de baja calidad y su uso indiscriminado en la 

ganadería y la agricultura para promover el crecimiento animal y vegetal, lo que ha fomentado la 

resistencia (Amábile, 2010).  

En el 2018 se creó la Red Temática de Investigación y Vigilancia de la Farmacorresistencia para 

contribuir en el estudio de este problema, sin embargo, se necesitan más estudios a nivel nacional 

para generar datos fenotípicos y genotípicos sobre la distribución y la prevalencia de las especies 

problema.  El monitoreo continuo nacional e internacional de la resistencia a los antibióticos junto 

con la genotipificación es fundamental para implementar las medidas adecuadas en control de 

infecciones (Garza et al., 2021). 

En el estudio realizado por González & cols en 2019 se usaron diferentes tipos de muestras 

buscando cepas de P. aeruginosa multirresistente en pacientes hospitalizados, de las 92 muestras 

analizadas se encontró que el 50.9% de las muestras presentaban genes indicativos de resistencia a 

los antibióticos disponibles para terapia, esta resistencia puede conducir a un aumento en la 

gravedad, complicaciones y mortalidad en pacientes hospitalizados (González et al., 2019). 
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Importancia clínica 

En el ambiente hospitalario los microorganismos se enfrentan a una presión de selección constante 

debido a la presencia de antibióticos. Este mecanismo favorece a la selección de cepas bacterianas 

resistentes que pueden transmitirse entre pacientes generando infecciones nosocomiales 

(Infecciones Asociadas a los Servicios de Salud). Estas ocurren en pacientes que han sido 

hospitalizados por diversas razones, como procedimientos quirúrgicos, enfermedades crónicas u 

otras, y pueden presentarse en diferentes partes del cuerpo, como heridas, tracto urinario, pulmones 

o torrente sanguíneo (Limeiech et al., 2021). La propagación puede ocurrir por contacto directo 

entre pacientes, así como por el contacto con superficies o equipo médico contaminado, uno de los 

ejemplos más mencionados es la neumonía asociada a ventilación mecánica (Plata & Ferrer, 2022). 

P. aeruginosa ha sido la más asociada a infecciones nosocomiales con una alta tasa de morbilidad 

y mortalidad (Pang et al., 2019). 

 

Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa es una bacteria de gran relevancia en el ámbito médico y de laboratorio debido a su 

amplia distribución en el medio ambiente y a su capacidad para causar infecciones oportunistas en 

los seres humanos y otras especies (Yuan et al., 2019). Se trata de una bacteria perteneciente a la 

familia Pseudomonadaceae, presenta una forma de bacilo y está clasificada dentro de los 

gramnegativos debido a la estructura de su pared celular (Sharma et al., 2014). El nombre 

aeruginosa proviene del color verde que puede adquirir en los cultivos gracias a la producción de 
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pigmentos como la pioverdina y la piocianina, sin embargo, el color puede variar dependiendo de 

las cepas y las condiciones de crecimiento (Schalk, 2023) 

P. aeruginosa se puede encontrar en diversos entornos como suelos, agua, plantas, animales y 

sistemas hospitalarios (Sharma et al., 2014). Aunque puede formar parte de la microbiota normal, 

es considerado un patógeno oportunista capaz de causar infecciones nosocomiales (Jurado et al., 

2012), especialmente en pacientes inmunocomprometidos o con enfermedades crónicas (Pang et 

al., 2019). Su adaptabilidad y resistencia le permite colonizar áreas en las que otros 

microorganismos podrían tener dificultades para sobrevivir (Thi et al., 2020). 

 

Importancia clínica 

Al tratarse de un patógeno oportunista P. aeruginosa está asociada a una amplia cantidad de 

infecciones nosocomiales como las que se mencionan a continuación: 

• Infecciones del Tracto Respiratorio: Es causante de neumonías, especialmente en aquellos 

que requieren ventilación mecánica o que padecen de enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica (EPOC) o fibrosis quística (FQ). Estas infecciones pueden ser difíciles debido a la 

resistencia de la bacteria a múltiples antibióticos (Jurado et al., 2021; Bustamante et al., 

2021). 

• Infección del Tracto Urinario: En pacientes con sondas urinarias o catéteres, P. aeruginosa 

puede colonizar, propagarse y convertirse en una infección más grave (Estaji et al., 2019; 

González et al., 2019;). 
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• Infección de heridas: P. aeruginosa puede infectar heridas quirúrgicas, quemaduras y otros 

sitios de traumatismo. La infección de estas puede ser especialmente problemática en 

pacientes inmunocomprometidos (Vanderwoude et al., 2020). 

• Bacteriemia y Sepsis: Cuando este microrganismo ingresa al torrente sanguíneo a través de 

heridas, dispositivos médicos u otros medios, puede llevar al paciente a una infección más 

grave poniendo en peligro su vida (Jurado et al., 2021). 

 

 Factores de virulencia 

Su capacidad para causar infecciones proviene de su amplio repertorio de factores de virulencia, 

estos factores son herramientas biológicas que le permiten colonizar y evadir la respuesta 

inmunitaria del huésped. En la figura 1 se muestran algunos de ellos (Jurado et al., 2021). 
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Figura 1: Factores de virulencia de P. aeruginosa. Esta bacteria presenta numerosas estructuras 

importantes para su virulencia, al ser un gramnegativo cuenta con lipopolisacárido (inciso f) que 

favorece la inflación; también se pueden apreciar flagelos (c y e) que le otorgan movilidad y la 

capacidad de colonizar; cuenta con sistemas de secreción que facilitan la inyección de toxinas al 

hospedero (g y h) y otro que le permite secretar al exterior (i); la pioverdina (d) es importante en el 

secuestro del hierro; el quorum sensing (b) es un mecanismo de comunicación para coordinar a la 

población; y finalmente la formación de biopelículas (a) va a favorecer la supervivencia en diversos 
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entornos. Imagen tomada de P. aeruginosa: An Audacius Pathogen whith an Adaptable Arsenal of 

Virulence Factors (2021). 

 

Movilidad 

Posee un flagelo polar responsable de la motilidad y que se considera un factor de virulencia 

importante pues la proteína FliC es responsable de unirse a las células de pulmón además su 

capacidad de unión flagelar contribuye al establecimiento inicial de la biopelícula. También cuenta 

con Pili tipo IV, el cual es una estructura esencial para el inicio de la infección al mediar la 

motilidad y adherencia (Sultan et al., 2021). 

 

 Sistemas de secreción 

P. aeruginosa posee cinco sistemas capaces de secretar diferentes toxinas y enzimas para atacar al 

huésped. El sistema I y V implican la liberación de productos al medio extracelular como la 

proteasa alcalina, la esterasa y adhesinas. El sistema tipo II libera exoproteínas. El sistema tipo III 

es el más importante y es utilizado para desactivar el sistema inmunitario del huésped, inyectando 

directamente las toxinas al citosol de la célula blanco. El tipo IV produce toxinas bacterianas que 

eliminan al microbiota del huésped (Sultan et al., 2021). 
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 Pigmentos 

Entre los factores de virulencia se encuentran los pigmentos piocianina y pioverdina los cuales 

desempeñan un papel importante en la lesión de tejidos, así como la supresión del sistema 

inmunitario. La pioverdina secuestra al hierro del medio para ser usado en el desarrollo de 

biopelículas mientras que la piocianina presenta el efecto citotóxico que induce la lisis celular y 

libera el ADN al espacio extracelular para provocar un aumento en la viscosidad de la solución 

para favorecer la aparición de biopelícula (Thi et aL., 2020). En la figura 2 se puede apreciar el 

color característico de un césped de P. aeruginosa. 

 

Biopelícula 

La formación de biopelículas por parte de P. aeruginosa es un factor de virulencia que favorece la 

supervivencia a la exposición de antibióticos y es considerado el inicio de infecciones crónicas (Ma 

et al., 2022).  

Las biopelículas son estructuras tridimensionales de comunidades microbianas altamente 

organizadas que pueden adherirse a superficies bióticas (como el tejido humano) y abióticas (como 

dispositivos médicos), y desempeñan un papel crucial en la patogenicidad de P. aeruginosa. Se 

trata de una matriz extracelular compuesta principalmente de polisacáridos, algunas proteínas, 

ADN extracelular y lípidos (Moradali & Rehn 2020).   

La biopelícula actúa como un escudo protector que ofrece numerosas ventajas a la bacteria, incluida 

la resistencia a los antimicrobianos, protección contra el sistema inmune del hospedero, la 
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facilitación de la colonización de superficies, proporciona nutrientes esenciales y la comunicación 

entre las células (Mauch et al, 2018).  

 Formación de biopelículas 

Su formación es un proceso altamente regulado que involucra varios pasos y se ilustra en la figura 

3 (Thi et al., 2020). 

1. Adhesión inicial. La bacteria hace uso de sus flagelos, fimbrias y los Pili tipo IV para 

comenzar a adherirse a alguna superficie, la unión inicial es reversible y consta de 

interacciones electrostáticas y fuerzas de Van der Walls. Esta etapa es crucial para la 

colonización inicial. 

2. Acumulación de células. Una vez que las células se han unido a la superficie, la unión 

cambia a su forma irreversible y las bacterias comienzan a multiplicarse.  

3. Biopelícula joven. Las bacterias comienzan a formar microcolonias rodeadas por una 

matriz extracelular parcial que va a actuar como una especie de pegamento.  

4. Maduración de la biopelícula. Las microcolonias comienzan a formar una estructura 

tridimensional altamente organizada que va a contener canales en donde los nutrientes 

estarán disponibles para todas las células que conforman la biopelícula. 

5. Liberación. La formación de biopelícula es un proceso dinámico y el desprendimiento 

bacteriano es parte ello, esto ocurre para liberar a la población dispersa y se da por el 

agotamiento de nutrientes o la presencia de agentes bactericidas. 

6. Transición a fenotipos plantónicos. Las células liberadas van a pasar a este fenotipo para 

ocupar espacios no colonizados y repetir el ciclo. 
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Figura 2. Formación de biopelícula. La formación de esta estructura es una estrategia adaptativa 

que le confiere a las bacterias ventajas significativas en términos de protección, supervivencia, 

acceso a nutrientes y capacidad de colonización en diversos entornos. Esto les permite persistir en 

ambientes hostiles y causar infecciones crónicas difíciles de tratar. Imagen tomada de 

Pseudomonas aeruginosa Biofilms (Thi at al., 2020). 

 

Las células que conforman la biopelícula, las células liberadas y las que tiene fenotipo plantónico 

son fisiológicamente diferentes, siendo las células liberadas más citotóxicas para los macrófagos y 

sustancialmente más virulentas para el hospedero, en comparación con el fenotipo plantónico 

(Maurice et al., 2018). Cabe mencionar que las biopelículas no solo son comunidades de un solo 

microorganismo, sino que participan varias especies aumentando la complejidad del sistema 

(Cendra & Torrents 2021).  
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 Quorum sensing 

La capacidad para promover la formación de biopelículas está mediada por un sistema denominado 

Quorum sensing, este es un mecanismo de comunicación celular para coordinar el comportamiento 

de una población celular, es la forma en la que las células se comunican e implica la producción, 

secreción y acumulación de autoinductores que resultan en la expresión de genes a escala 

poblacional. Este proceso regula la producción de factores de virulencia, tolerancia al estrés, ajuste 

metabólico y las interacciones que sostiene con el huésped (Jurado et al., 2021). 

 

 Mecanismos de multirresistencia  

P. aeruginosa está ampliamente relacionado con la resistencia a los antibióticos y se encuentra 

dentro de la lista de patógenos prioritarios para la investigación y el desarrollo de nuevas terapias 

(Botelho et al., 2019). 

 

 Resistencia intrínseca 

P. aeruginosa posee una serie de mecanismos de resistencia intrínseca que le permiten sobrevivir 

a la presencia de antibióticos. Estos incluyen una membrana externa impermeable que dificulta la 

entrada de ciertos antibióticos, contiene porinas o canales que controlan el paso de sustancias hacia 

el interior y este microrganismo los puede modificar para impedirles el acceso. También posee 

bombas de eflujo que pueden expulsar a los antibióticos antes de llegar al blanco, la familia 

MexAB-OprN es responsable del flujo de beta-lactámicos, MexEF-OprN se encarga de las 

quinolonas y MexXY-OprM expulsa aminoglucósidos. La sobreexpresión de múltiples bombas en 
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algunas cepas clínicas va ampliando la resistencia a múltiples fármacos (Martin et al., 2018; Pang 

et al., 2019; Laborda et al., 2022).  

La producción de enzimas que inactivan o modifican a los antibióticos es otro mecanismo de 

resistencia, tal es el caso de las beta-lactamasas y las enzimas modificadoras de aminoglucósidos; 

además de la producción de AmpC (gen que codifica para la enzima beta-lactamasa), P. aeruginosa 

también puede expresar ESBL (beta lactamasa de espectro extendido) y metalo-beta-lactamasa de 

imipenem (Huemer et al., 2020). Un estudio en México encontró que el 40% de los aislados de P. 

aeruginosa son resistentes a ceftazidima, imipenem o levofloxacino, lo que va disminuyendo las 

opciones de tratamiento (Amábile, 2010). 

 

 Resistencia adquirida y adaptativa 

Las causas principales de la multirresistencia incluyen la transferencia genética de elementos 

genéticos móviles como plásmidos, transposones e integrones (Subedi et al., 2018). En un estudio 

reciente realizado con seis cepas mexicanas de P. aeruginosa se encontraron 21 islas genómicas y 

28 profagos que contribuyen con la resistencia a los antibióticos (Espinosa et al., 2022).  El 

mecanismo de resistencia adaptativa y uno de los más relevantes en la clínica es la formación de 

biopelículas, las cuales usará como barrera para evitar la difusión de bactericidas (Mauch et al., 

2018; Moradali & Rehm, 2020; Thi et al., 2020).  
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Bacteriófagos 

Los bacteriófagos (fagos) son virus que infectan y se replican dentro de las bacterias. Estos agentes 

son de gran importancia en el ecosistema por su papel en la regulación de poblaciones bacterianas, 

además tienen aplicaciones significativas en diversos campos como la medicina, la biotecnología 

y actualmente están regresando al campo de la investigación, este interés se debe a la posibilidad 

de utilizarlos como terapia antibacteriana contra bacterias multirresistentes (Abdelsattar et al., 

2022; Wegrzyn, 2022). 

 

 Historia 

El descubrimiento de los fagos tiene sus raíces en las observaciones del británico Ernest Hankin en 

donde se describe una actividad antibacteriana en muestras de agua del río Ganges sobre el 

microorganismo Vibrio cholerae, donde notó que algo en el agua tenía la capacidad de matar a la 

bacteria, pero aún no se comprendía completamente este fenómeno. En el año de 1915 el inglés 

Frederik Twort logra demostrar que había virus que infectaban y mataban a las bacterias iniciando 

el término de agente bacteriolítico. Fue hasta 1917 que el microbiólogo canadiense Félix d´Herelle 

quien trabajaba con muestras de pacientes con disentería bacilar quién acuña el término 

“bacteriófago” para hacer referencia al responsable de eliminar a las bacterias asociadas a la 

enfermedad, él demostró que se trataba de virus que eliminaban específicamente a alguna cepa. 

Con el tiempo, algunos científicos continuaron con el estudio de los bacteriófagos y se descubrieron 

más detalles sobre su estructura y función (Domingo & Georgel, 2016; Egido et al., 2022). 
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 Distribución 

La presencia y abundancia de estos virus está relacionada con la disponibilidad de bacterias en un 

entorno dado, las condiciones ambientales como la temperatura, salinidad, el pH y los nutrientes 

también pueden influir en la presencia y diversidad de los fagos en un área específica (Dion et al., 

2020). 

Existen numerosas investigaciones sobre la distribución de los fagos provienen de ambientes 

acuáticos como los océanos, ríos, lagos, cuerpos subterráneos y aguas residuales, sin embargo, 

también se pueden encontrar en los suelos. Donde sea que haya bacterias es probable que existan 

fagos adaptados para infectarlas, llevando a la conclusión de que, aunque su distribución es extensa 

hay patrones endémicos de un área específica (Dion et al., 2020). 

Estructura 

En general, todos tienen una organización estructural característica que les permite infectar a su 

blanco, presentan una cápside compuesta de proteínas capsoméricas que forman una estructura 

sólida para albergar, proteger y empacar su material genético, este puede ser ADN o ARN de cadena 

doble o cadena sencilla (Dion et al., 2020). La cola del fago es una estructura tubular que se conecta 

a la cabeza y sirve como un conducto para la inyección del material genético en las células del 

huésped. Dependiendo del tipo de fago, la cola puede ser corta y rígida o larga y flexible. La placa 

basal es la estructura en la base de la cola que se adhiere a la superficie del huésped. Puede tener 

estructuras especializadas como fibras de adhesión que le van a permitir reconocer y unirse 

específicamente a su objetivo, las estructuras anteriormente descritas se pueden apreciar en la 

figura 3. Además de las partes mencionadas, los fagos contienen otras proteínas estructurales y 



 

16 
 

enzimas que desempeñan un papel en la infección y replicación del fago dentro de la bacteria. Estas 

proteínas están involucradas en la perforación de la membrana, la replicación del material genético 

viral y la liberación de nuevas partículas virales (Strathdee et al., 2023). 

 

Figura 3: Representación de un fago. Su estructura está compuesta por una cápside proteica que 

alberga el ADN o ARN. Desde esta estructura central salen apéndices que le permiten al fago 

anclarse a la superficie de la bacteria huésped para transferir su material genético durante el proceso 

de infección. Imagen tomada de Bacteriophages: an overview of control strategies against multiple 

bacterial infections in different fields (Jamal et al., 2019).  

 

 Mecanismos de replicación 

Según el mecanismo de replicación los fagos se dividen en dos tipos: los líticos y los lisogénicos, 

la diferencia radica en que estos últimos tienen la capacidad de integrarse al material genético 

bacteriano en un estado denominado “profago” y permanecer latentes durante algún tiempo antes 

de ser activados y entrar en el ciclo lítico (Harada et al., 2018). En la figura 4 hay una representación 

esquemática de los ciclos. 
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Ciclo lítico 

Es el proceso de replicación más común y directo de los fagos en el cual se adhiere a la superficie 

de la bacteria a través de receptores específicos, inyecta su material genético al interior, este 

material se va a replicar usando la maquinaria de la célula para sintetizar proteínas virales. A 

medida que se ensamblan dichas partículas, la célula huésped se lisa, liberando una gran cantidad 

de fagos recién formados para infectar a otras células bacterianas (Domingo & Geogel, 2016; Jamal 

et al., 2019). 

 

Ciclo lisogénico 

El ciclo lisogénico está caracterizado por la adherencia de la partícula fágica, la inyección del 

material genético y la integración de este último al genoma bacteriano. Durante esta fase, la célula 

huésped continúa su ciclo de vida normal sin sufrir lisis celular. El profago permanece latente, 

replicándose junto con el ADN bacteriano durante varias generaciones de células, sin embargo, 

bajo ciertas condiciones como el daño en el ADN bacteriano o condiciones desfavorables, el 

profago puede ser inducido a salir del estado latente, activándose y dando lugar al ciclo lítico 

(Harada et al., 2018). 

 

Aplicaciones 

A medida que la resistencia a los antibióticos se convierte en un problema global cada vez más 

urgente, la fagoterapia y otras aplicaciones que hacen uso de los fagos ganan importancia como 

alternativas terapéuticas (Moye et al., 2018). 
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• Fagoterapia: Esta es una de las aplicaciones más destacadas de los bacteriófagos en la 

medicina. Los fagos se pueden utilizar para tratar infecciones bacterianas resistentes a los 

antibióticos. Se aíslan fagos específicos para el microorganismo causante de la infección, 

el objetivo es que se pueda administrar al paciente cuando los antibióticos tradicionales han 

fallado (Duan et al., 2021; Pirnay et al., 2018; Vashisth et al., 2023). 

• Desinfección: Los bacteriófagos tiene potencial en la desinfección de entornos clínicos, 

pueden ayudar a eliminar bacterias patógenas en superficies y en dispositivos médicos para 

prevenir la propagación de infecciones nosocomiales (Song et al, 2021). 

• Biotecnología: Los fagos se usan para la introducción selectiva de material genético en 

bacterias, lo que permite la producción de proteínas recombinantes y la modificación de 

cepas bacterianas para aplicaciones industriales y médicas (Harada et al., 2018), (Moye et 

al., 2018). 

En México el enfoque terapéutico con fagos aún no se ha desarrollado completamente debido a 

que esta área aún se encuentra en etapas tempranas de investigación, aunque hay un interés 

creciente se necesitan más estudios que respalden su eficacia y seguridad. De igual forma la 

regulación en torno a esta terapia en desarrollo aún no se encuentra establecida (González et al., 

2022). La investigación de la aplicación de terapéutica para P. aeruginosa se encuentra aún en la 

parte in vitro, sin embargo, hay investigaciones sobre fagos para E. coli más completas, tal es el 

caso de los fagos φEc3 y φEc4, que demostraron un suso potencial contra infecciones urinarias 

(González et al., 2021). 
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Justificación 

¿Algunos fagos líticos tendrán la capacidad de eliminar la biopelícula formada por cepas 

multirresistentes de P. aeruginosa? 

La formación de biopelículas bacterianas representa un desafío significativo en diversos entornos, 

desde el ámbito clínico hasta la industria de dispositivos médicos. Entre los microorganismos que 

tiene la capacidad de formar biopelículas resistentes a los tratamientos convencionales, P. 

aeruginosa se destaca como uno de los patógenos más problemáticos. Esta bacteria es conocida 

por su resistencia a múltiples antibióticos y a su capacidad para formar biopelículas que protegen 

a las células bacterianas de la acción de los agentes antimicrobianos. 

En este contexto, la utilización de fagos líticos se presenta como una estrategia prometedora y 

específica para combatir la formación de biopelículas de P. aeruginosa. En esta investigación se 

propone la utilización de un bacteriófago para disminuir la formación de biopelículas. La 

justificación se basa en los siguientes puntos: 

• Resistencia Antibiótica: La falta de opciones terapéuticas efectivas subraya la necesidad de 

explorar alternativas para controlar las infecciones causadas por P. aeruginosa. 

• Especificidad y selectividad: Los fagos son altamente específicos para su huésped 

bacteriano, lo que minimiza el riesgo de dañar a bacterias que forman parte del microbioma 

normal. 

• Potencial impacto ambiental: La formación de biopelículas de P. aeruginosa no solo es un 

problema asociado al sistema de salud, también es un problema en entornos industriales en 

donde puede causar obstrucción y contaminación. El uso de fagos puede tener un impacto 

positivo en la mitigación de este problema. 
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La aplicación de fagos líticos para eliminar biopelículas formadas por cepas multirresistentes 

de P. aeruginosa representa una alternativa específica y aplicable en la reducción de la 

resistencia a antibióticos en el área hospitalaria y en la industria médica. 

 

Hipótesis 

La aplicación de fagos líticos específicos dirigidos contra P. aeruginosa puede reducir la 

biopelícula formada por esta bacteria, lo que podría convertirse en una estrategia efectiva para el 

control y la eliminación de infecciones persistentes, así como en otros sistemas en donde estas 

biopelículas sean un factor de riesgo. 

 

Objetivo general 

Evaluar la capacidad lítica de dos fagos específicos contra cepas de P. aeruginosa multirresistente 

como estrategia alternativa en la eliminación de las biopelículas formadas por éstas. 

 

Objetivos específicos 

• Corroborar la identidad de las cepas de P. aeruginosa multirresistentes mediante sistemas 

automatizados. 

• Propagar dos fagos líticos específicos para P. aeruginosa. 
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• Evaluar la actividad de los fagos en la eliminación de los exopolisacáridos de las biopelículas 

formadas por cepas de P. aeruginosa multidrogo resistentes aisladas de un grupo de pacientes 

del Hospital Infantil de México Federico Gómez. 
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Material 

Cepas de P. aeruginosa 

Se evaluó la pureza de 13 cepas de P. aeruginosa y una de E. coli utilizando la técnica de 

desorción/ionización por láser asistida por matriz o MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/ionization, time off flight). Las cepas fueron identificadas en un estudio previo en un 

grupo de pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gómez, todos se encontraban en 

servicios distintos (Aguilar et al., 2022), cada cepa corresponde a un aislado de un paciente y se 

identificaron con claves numéricas como se indica en la tabla 1, las muestras de las que se aislaron 

fueron de sangre y orina. Las cepas fueron seleccionadas por sus características de multirresistencia 

(Según la clasificación de Magiorakos et al., 2012) y su capacidad para producir biopelículas. En 

el perfil de susceptibilidad se probaron 14 antibióticos y se encontró que solo aztreonam y colistina 

fueron efectivos para este brote de P. aeruginosa (Aguilar et al., 2022). 

Tabla 1: Cepas utilizadas en el estudio.  

Microorganismo Cepa 

P. aeruginosa 

4H 

1 

10 

12 

18 

20 

26 

31 

52 

65 

74 

83 

115 

E. coli (control negativo) K12 
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Bacteriófagos 

• vB_Pae-phi_Mx1 

• vB_Pae-phi_Mx2 

Los fagos vB_Pae-phi_Mx1 y vB_Pae-phi_Mx2 se obtuvieron anteriormente de muestras de agua 

provenientes del Río de los Remedios y Guanajuato respectivamente, se aislaron y caracterizaron. 

Como parte integral de los ensayos para este proyecto, se llevó a cabo la propagación de los 

bacteriófagos, esta propagación tuvo como propósito asegurar que hubiera una cantidad suficiente 

de bacteriófagos disponibles para abordar de manera efectiva los objetivos. Los fagos fueron 

aislados y caracterizados por el investigador Gerardo Rodea. 

El proceso para aislamiento de estos fagos siguió el protocolo en González et al., 2021 en donde el 

proceso inicia con la recolección de las muestras de agua residual, seguido por la purificación, 

caracterización de la morfología por microscopía electrónica y el aislamiento de ADN. 
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Metodología 

Se trató de un estudio experimental que se busca demostrar la eficacia de fagos líticos en la 

eliminación de biopelículas, las cuales, representan un factor clave en la patogenicidad y resistencia 

a los tratamientos contra P. aeruginosa. Como se mencionó anteriormente las cepas utilizadas se 

obtuvieron de un estudio previo en donde se demostró que presentan multirresistencia y generan 

biopelículas (Aguilar et al., 2022). 

Criterios de inclusión 

1. Se seleccionaron únicamente cepas de P. aeruginosa caracterizadas como   multirresistentes 

y que hayan sido aisladas de pacientes. 

2. Las cepas de P. aeruginosa debieron demostrar su capacidad para formar biopelícula de 

forma in vitro. 

Criterios de exclusión 

1. Las cepas que se encontraron contaminadas o que no fueron P. aeruginosa se descartaron 

para el análisis. 

2. Cepas de P. aeruginosa que no formaron biopelículas en condiciones in vitro. 

En la figura 4 se describe el procedimiento general que siguió durante el desarrollo experimental 

de este proyecto. 
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Figura 4: Diagrama general. El estudio experimental se llevó a cabo en tres etapas secuenciales, 

em primer lugar la verificación de la viabilidad de las cepas, seguido de la propagación de los fagos 

y finalmente la evaluación del efecto lítico de los mismos sobre las biopelículas. 

 

 

Evaluación de la pureza de las cepas por MALDI-TOF 

Cada cepa se sembró por estría cruzada en placas de Agar Luria Bertani (LB) con el fin de verificar 

la viabilidad de las cepas, además de obtener colonias aisladas para ser analizadas en el MALDI-

TOF, esta técnica es útil en la identificación rápida de bacterias y hongos, en la figura 6 se ilustra 

una placa que contiene la muestra y el reactivo matriz.  

El procedimiento inició depositando una muestra de cada cepa bacteriana sobre una placa metálica 

mezclándola con el reactivo matriz y se dejó cristalizar a temperatura ambiente, la función del 

reactivo es ayudar a absorber la energía del láser y facilitar la ionización. Al ingresar al equipo 
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(VITEK® MS BIOMÉRIEUX) la muestra se irradió con un láser para permitir la evaporación y 

ionización del material, los iones cargados entraron en un campo eléctrico y pasaron hacia el 

detector, los iones más ligeros y cargados viajaron más rápido que los más pesados con la misma 

carga. El tiempo que tardaron los iones en llegar al detector se registra como tiempo de vuelo, a 

partir de este parámetro se generó un espectro que representa la distribución de masas de los iones 

de muestra (Ashfaq et al., 2022).  

 

Figura 5: Placa para MALDI-TOF. Esta placa contiene una muestra celular de las cepas que se 

usaron en el estudio, posteriormente se agregó el reactivo matriz y se ingresó al equipo para realizar 

la identificación. 

Cada microorganismo presenta un espectro único debido a la composición molecular, el espectro 

de cada muestra se comparó con una base de datos y de esta forma se determinó la identidad de 

cada cepa  (Ashfaq et al., 2022). 

Propagación del fago 

Se sembró en una placa de Agar LB a la cepa permisiva de los fagos que fue 4H y se incubó durante 

24 h a 37° C. Se tomaron algunas colonias y se depositaron en 100 ml de caldo LB complementado 

con MgCl2 2.5 mM, se incubó por 3 h a 37° C con el fin de tener un cultivo fresco de la cepa 
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permisiva, luego de la incubación se agregaron 100 µl del fago y ahora se incubó por 24 h a 37° C. 

Posteriormente se realizaron dos centrifugaciones, la primera a 4,000 rpm durante 20 minutos a 4° 

C y la segunda a 10,000 rpm por 10 minutos a 4° C, luego se filtró con una membrana de 20 µm 

para eliminar a las bacterias remanentes. El sobrenadante se usó para la precipitación con NaCl 1M 

y se incubó por 1 h a 8° C, después se centrifugó a 11,000 rpm y al sobrenadante se le agregó una 

cantidad suficiente de polietilenglicol (PEG 8000) para alcanzar una concentración del 10% p/v, se 

incubó a 4° C por 24 h, pasado el tiempo se volvió a centrifugar a 4,000 rpm durante 30 minutos a 

4° C. Se descartó el sobrenadante y el precipitado se hidrató con 2 ml de Buffer Fosfato Salino 

(PBS) 1X (Zhao et al. 2019). 

 

Cuantificación del fago 

Para obtener el título se usó el método cuantificación por microgota, las diluciones se realizaron a 

partir del concentrado obtenido en el punto anterior comenzando en 10-1 hasta 10-13 usando PBS 

1X como diluyente. 

Para este ensayo se cultivó a la cepa permisiva (4H) en caldo LB incubando 3 h a 37° C, se tomaron 

100 µl de cultivo y se agregaron a un tubo con agar blando fundido, se vertió esta solución en una 

placa de Agar LB y se dejó gelificar para formar el césped. Posterior a esto se dividió la placa y se 

agregaron gotas de 10 µl de cada dilución del fago, estos inóculos se colocaron por triplicado. La 

placa se incubó por 24 h a 37° C y después se contabilizaron las placas líticas (Mazzocco et al. 

2009), para obtener la concentración se usó la siguiente ecuación. 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = #𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠 ∗ (
1

𝑎𝑙í𝑐𝑢𝑜𝑡𝑎
) ∗ (

1

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
) 
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UFP= Unidades formadoras de placas. 

 

Evaluación de la producción de biopelícula con cristal violeta usando la técnica con 

modificaciones descrita por Christensen (Christensen et al., 1985). 

Las cepas de P. aeruginosa y E. coli se sembraron por triplicado en placas de agar LB y se incubaron 

por 24 h a 37°C con el fin de tener cultivos jóvenes. Posteriormente se inocularon las colonias en 

4 ml de caldo LB y se incubaron por 4 h a 37° C. Con el cultivo anterior se realizó un ajuste al tubo 

para tener una concentración celular aproximada de 1x108. 

En cada uno de los pozos de las placas de poliestireno se colocaron 180 µl de caldo LB 

complementado al 1% con glucosa y se agregaron 20 µl de la suspensión bacteriana ajustada al 

1x108. Cada cultivo inoculó por triplicado y se incluyeron 9 pozos con caldo LB adicionado con 

glucosa como blanco. Las placas se incubaron de manera estática por 24 h a 37° C, se realizaron 

dos placas, una para observar la producción de biopelícula y otra para evaluar el efecto del fago 

sobre ella. Posterior a la incubación se retiró el medio y se realizaron tres lavados con 200 µl de 

Buffer Fosfato Salino (PBS) 1X para eliminar a las células no adheridas. La biopelícula se fijó con 

calor incubando por 24 h a 37°C (Yuan et al., 2019). 

Para evaluar el efecto del fago se preparó una solución de cada uno a una MOI de 0.1 y se agregaron 

200 µl a cada pozo de la placa incubándola por 1 h a 37° C. A la placa que se usó para medir la 

producción de biopelícula se le agregó PBS 1X y también incubó por 1 h a 37° C. Después de la 

incubación se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se procedió a realizar la tinción con 50 µl de 

cristal violeta al 1% durante 15 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se retiró 
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el cristal violeta y se realizaron tres lavados con agua desionizada. Las placas se dejaron secar a 

temperatura ambiente durante 20 minutos. La biopelícula se solubilizó con 200 µl de etanol puro 

incubando por 10 minutos, el contenido se transfirió a una placa nueva y se realizó la lectura de la 

densidad óptica (DO) a 600 nm mediante un lector Multiskan EX de Thermo Fisher (Yuan et al., 

2019). 

La interpretación se realizó de acuerdo con los criterios de Stepanović (Stepanović et al., 2007) en 

donde se indica lo siguiente: 

Ecuación para calcular el punto de corte de la DOc: 

DOc = X (promedio del control negativo) + 3 SD (desviación estándar control negativo) 

Criterios: 

DO ≤ DOc                        No productor de biopelícula 

DOc < DO ≤ 2 DOc          Productor débil  

2 DOc < DO ≤ 4 ODc       Productor moderado  

4 < DOc                             Productor fuerte 
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A continuación, se describe la tabla de operacionalización de las variables identificadas en el 

estudio. 

Variables Tipo de 

variable 

Definición conceptual Definición 

operacional 

Unidad de 

medida 

Densidad 

Óptica 
Cuantitativa 

Medida cuantitativa utilizada 

para evaluar la cantidad de luz 

absorbida por una muestra en 

función de la longitud de inda 

específica de la luz incidente. 

Representa la reducción en la 

intensidad de la luz que pasa a 

través de una muestra, y se 

expresa generalmente en una 

escala adimensional 

DO=-log(I/I0) 

DO= densidad 

óptica 

I= intensidad de la 

luz que pasa a 

través de una 

muestra 

I0= intensidad de la 

luz incidente 

Absorbancia 

Adimensional 

Fagos 

líticos 

Independiente/ 

Cuantitativa 

Tipo de virus que infecta 

bacterias, su ciclo de vida 

implica la infección, 

replicación y lisis de la célula 

permisiva. 

Capacidad lítica 
Absorbancia 

Adimensional 

 

El análisis estadístico se realizó en el programa IBM SPSS V.26, en primer lugar, se verificó que 

los resultados siguieran una distribución normal y con base en este resultado se seleccionó un 

modelo que nos permitió evaluar si hubo un cambio significativo en la reducción / eliminación de 

biopelícula formada por P. aeruginosa; como los datos tuvieron una distribución normal se usó una 

prueba t-Student para muestras independientes. 
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Resultados 

Inicialmente las cepas proporcionadas para el proyecto fueron recuperadas de viales de 

conservación y sometidas a una siembra masiva en agar LB para verificar su viabilidad. En las 

placas se observó un crecimiento exitoso de todas las cepas, lo que sugiere que han sobrevivido al 

proceso de almacenamiento y conservación y están en condiciones para su uso en experimentos 

posteriores. 

 

Figura 6: Viabilidad de las cepas. En la imagen se observa un crecimiento de las cepas 31, 52,65, 

83 y 115 correspondientes a P. aeruginosa en donde es posible apreciar el característico color verde 

debido a la producción de piocianina y pioverdina. El crecimiento rotulado como K12 corresponde 

a una cepa de E. coli. 

La identificación por MALDI-TOF se realizó a partir de colonias aisladas, por lo cual se realizó 

previamente una siembra por estría cruzada. Los resultados se detallan en la tabla 2 y siguiendo lo 

descrito en los criterios de inclusión y exclusión se tuvo que descartar el uso de la cepa número 1 
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pues el cultivo no correspondía a P. aeruginosa.  La cepa rotulada como K12 se esperaba que 

correspondiera a E. coli debido a que sería utilizada como control negativo en la producción de 

biopelícula, esta cepa fue descrita anteriormente como no productora en González et al., 2021. 

Tabla 2: Evaluación de la pureza de las cepas.  

Cepa Resultado 

4H P. aeruginosa 

1 Stenotrophomonas maltophilia 

10 P. aeruginosa 

12 P. aeruginosa 

18 P. aeruginosa 

20 P. aeruginosa 

26 P. aeruginosa 

31 P. aeruginosa 

52 P. aeruginosa 

65 P. aeruginosa 

74 P. aeruginosa 

83 P. aeruginosa 

115 P. aeruginosa 

K12 E. coli 

 

Propagación de bacteriófagos  

La propagación de los fagos se llevó a cabo mediante la técnica anteriormente descrita y se 

determinó el título por cuantificación en microgota, obteniendo los siguientes resultados para el 

fago vB_Pae-phi_Mx1. 

Placa 1 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 34 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−10
) 

UFP = 3.4 x 1013 
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Placa 2 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 31 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−10
) 

UFP =3.1 x 1013 

Placa 3 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 38 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−10
) 

UFP = 3.8 x 1013 

Título del fago vB_Pae-phi_Mx1 = 3.43 x 1013 𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 

 

En el caso de fago vB_Pae-phi_M2 se alcanzó el siguiente título: 

Placa 1 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 49 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−6
) 

UFP = 4.9 x 109 

Placa 2 

𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 45 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−6
) 

UFP = 4.5 x 109 

Placa 3 
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𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 = 51 ∗ (
1

0.01
) ∗ (

1

10−6
) 

UFP = 5.1 x 109 

Título del fago vB_Pae-phi_Mx2= 4.83 x 109 𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 

Evaluación de la producción de biopelícula de P. aeruginosa y del efecto lítico de los fagos 

sobre la biopelícula 

Los datos obtenidos en nuestro estudio demostraron que todas las cepas de P. aeruginosa evaluadas 

fueron productoras de biopelícula, los resultados se encuentran en la tabla 3 en la columna 

denominada “sin fago” y en la figura 7 se observa la biopelícula formada en una placa de Elisa. 

Tabla 3: Producción de biopelícula y efecto lítico de los fagos vB_Pae-phi_Mx1 y vB_Pae-

phi_Mx2. 

 Absorbancias promedio a 600 nm Efecto lítico 

Cepa 
Sin 

Fago 

Fago vB_Pae-

phi_Mx1 

Fago vB_Pae-

phi_Mx2 

Fago vB_Pae-

phi_Mx1 

Fago vB_Pae-

phi_Mx2 

4H 0.192 0.032 0.072 Positivo Positivo 

10 0.498 0.106 0.092 Positivo Positivo 

12 0.354 0.108 0.055 Positivo Positivo 

18 0.390 0.066 0.191 Positivo Positivo 

20 0.115 0.008 0.055 Positivo Positivo 

26 0.807 0.019 0.271 Positivo Positivo 

31 0.590 0.109 0.205 Positivo Positivo 

52 0.782 0.157 0.246 Positivo Positivo 

65 0.488 0.079 0.156 Positivo Positivo 

74 0.184 0.094 0.121 Positivo Positivo 

83 0.254 0.117 0.235 Positivo Negativo 

115 0.291 0.019 0.125 Positivo Positivo 
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Figura 7: Biopelícula de P. aeruginosa en agar LB. La cepa 26 resultó ser la mayor productora de 

biopelícula en el estudio, la parte blanquecina que se observa en el centro de los pozos es el 

exopolisacárido. 

A partir de estos resultados se calcularon los intervalos señalados en la tabla 4 para clasificar a las 

cepas como productor débil, moderado y fuerte, se encontró que todas son fuertes productoras de 

biopelícula. 

 Tabla 4: Intervalos para clasificar a las cepas productoras de biopelícula, calculados a partir del 

control negativo (E. coli K12)  

DOc 
Productor 

débil 

Productor 

moderado 

Productor 

fuerte 

0.021 ≤0.042 0.043 - 0.083 ≥0.084 

 

En la tabla 3, las columnas que llevan el título Fago vB_Pae-phi_Mx1 y Fago vB_Pae-phi_Mx2 

contienen los resultados correspondientes al tratamiento con los fagos, los datos siguieron una 

distribución normal y se aplicó una prueba t-Student (para un intervalo de confianza de 95% y una 

p<0.005) para evaluar si existía un efecto lítico significativo. Las figuras 8 y 9 fueron construidas 

a partir de estos datos y se observa que el fago vB_Pae-phi_Mx1 tiene efecto lítico en el cien por 

ciento de las cepas estudiadas, en todas las muestras tratadas con este, hubo una disminución en la 

absorbancia obtenida. El fago vB_Pae-phi_Mx2 tuvo un efecto lítico en 11 cepas de las 12 que 

fueron usadas en los ensayos. 
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Figura 8:  Efecto lítico del bacteriófago vB_Pae-phi_Mx1 sobre las cepas de P. aeruginosa. En 

esta figura se muestra en las barras color verde claro la cantidad de biopelícula que produjo cada 

cepa mientras que en las barras color verde obscuro se observa el efecto que tuvo el fago sobre la 

biopelícula. Las cepas se encuentran señaladas como “Pa” por la abreviación de P. aeruginosa y 

los números corresponden a cada cepa. En el caso de las cepas 115, 20, 26 y 4H el efecto lítico fue 

tan evidente que por su DO se clasificarían como productoras débiles del exopolisacárido. 
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Figura 9:  Efecto lítico del bacteriófago vB_Pae-phi_Mx2 sobre las cepas de P. aeruginosa. De la 

misma forma que la figura anterior se tiene en las barras color verde claro la cantidad de biopelícula 

que produce cada cepa y en verde obscuro el efecto del fago sobre ella. En el caso de este fago el 

efecto lítico más evidente fue sobre las cepas 122, 20 y 4H que terminaron en el intervalo de 

productor moderado y sobresale el efecto nulo que tuvo sobre la cepa 83. 
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Discusión 

La identificación precisa de las cepas microbianas es esencial, ya que cualquier error en esta etapa 

puede comprometer la validez de los resultados y conclusiones de los estudios siguientes. Los 

cultivos bacterianos son susceptibles a la contaminación, y la presencia de otras especies 

microbianas puede afectar significativamente los resultados que se obtienen en la identificación 

por espectrometría de masas. La comparación de los perfiles proteicos obtenidos con bases de datos 

genómicas ayuda a identificar de forma rápida y precisa a los microrganismos presentes en una 

muestra, además puede proporcionar información valiosa sobre la variabilidad genética dentro de 

la especie (Tsuchida et al., 2020). 

Como parte del experimento se comprobó la viabilidad y la pureza de 13 cepas de P. aeruginosa 

que originalmente fueron obtenidas de un estudio previo en donde se caracterizaron como cepas 

multirresistentes y productoras de biopelícula (Aguilar et al., 2022). En nuestra identificación se 

obtuvo que la cepa identificada con el número 1 correspondía a Stenotrophomonas maltophilia, por 

lo que su uso tuvo que ser descartado según lo establecido en los criterios de exclusión. En cuanto 

a las cepas 4H, 10, 12 18, 20, 26, 31, 52, 65, 74, 82 y 115, resultó que todas pertenecían a P. 

aeruginosa con un nivel de confianza del 99.9 %. También se realizó la identificación de otra cepa 

que se usó como control negativo a la producción de biopelícula, la cual corresponde a E. coli K12, 

esta cepa se había clasificado previamente como no productora de biopelícula (González et al., 

2021) y al no conseguir una cepa de P. aeruginosa no productora se optó por utilizar esta cepa 

como control. 

La identificación mediante la técnica MALDI-TOF causó un avance significativo en bacteriología 

al ofrecer una alternativa rápida y precisa para la identificación de bacterias y hongos. A diferencia 
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de los métodos tradicionales, que suelen requerir cultivos prolongados y pruebas bioquímicas 

laboriosas, el MALDI-TOF permite identificar microorganismos en cuestión de minutos a partir de 

una colonia. Esta rapidez es especialmente crucial en entornos clínicos, donde la toma de decisiones 

rápidas es esencial para el tratamiento de infecciones. Además, el MALDI-TOF proporciona una 

identificación más precisa y confiable al basarse en perfiles proteicos únicos de los 

microorganismos, en lugar de características fenotípicas variables. Esto resulta en una mayor 

especificidad y sensibilidad, reduciendo la posibilidad de errores de identificación y mejorando la 

gestión de infecciones (Ashfaq et al., 2022).  

El título viral, expresado como el número de unidades formadoras de placa por mililitro 

(𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1), es un indicador crítico de la capacidad de los fagos para infectar y replicarse en sus 

hospedadores bacterianos.  Se propagaron los fagos vB_Pae-phi_Mx1 y vB_Pae-phi_Mx2 

obteniendo títulos de 3.43 x 1013 𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 y 4.83 x 109 𝑈𝐹𝑃 𝑚𝑙−1 respectivamente. Los 

resultados obtenidos en la propagación revelan diferencias notables en los títulos virales. Varios 

factores pueden influir en por qué algunos fagos alcanzan un título más alto durante su propagación. 

Factores ambientales, como la temperatura, el pH y la concentración de nutrientes, pueden afectar 

la propagación de los fagos. La capacidad de un fago para infectar y propagarse eficientemente 

está directamente relacionada con su especificidad hacia la bacteria hospedadora. Si un fago 

encuentra una cepa bacteriana más susceptible y compatible, es más probable que alcance un título 

más alto durante la propagación. Desde su aislamiento y caracterización en un estudio previo se 

usó a la cepa 4H como la especie permisiva, por lo que para este experimento se usaron las mismas 

condiciones para asegurar títulos altos que nos permitieran realizar los demás experimentos (Jofre 

& Muniesa, 2020; Gavric & Knezevic, 2022). 
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En conjunto, la propagación exitosa de fagos y el alcance de títulos más altos son el resultado de 

una interacción compleja entre el fago, la bacteria hospedadora y el entorno circundante. Cada uno 

de estos factores puede contribuir de manera significativa a la dinámica de infección del fago y al 

éxito en la propagación (Jamal et al., 2019). 

Es necesario analizar detalladamente los protocolos utilizados en la propagación de cada fago para 

identificar posibles variaciones en las condiciones experimentales como la concentración de 

nutrientes, la temperatura, el tiempo de incubación y otros parámetros que nos permitan optimizar 

el medio que nos lleven a obtener un título más alto en la propagación del fago vB_Pae-phi_Mx2 

(Jamal et al., 2019). 

La biopelícula generada por P. aeruginosa es una de las principales causas de resistencia a los 

antibióticos e infecciones crónicas, está compuesta principalmente por un exopolisacárido (EPS), 

una matriz polimérica que proporciona cohesión estructural a la biopelícula (Jurado et al., 2021). 

En este estudio se encontró que todas las cepas de P. aeruginosa disponibles resultaron ser fuertes 

productoras de biopelícula, según los criterios de Stepanovic, los cuales fueron calculados a partir 

de la DOc de nuestro control negativo. 

Como se observa en la figura 6 y 7, los resultados del efecto lítico de los fagos sobre las biopelículas 

producidas por P. aeruginosa son distintos, lo que ofrece una perspectiva sobre la variabilidad de 

la respuesta de las cepas a la infección por los fagos, los cuales poseen enzimas líticas, como las 

polisacaridasas, capaces de degradar el EPS, dichas enzimas actúan como "tijeras moleculares" que 

cortan los enlaces del exopolisacárido, deshaciendo la matriz que sostiene la biopelícula. La lisis 

del EPS por las enzimas bacteriófagas debilita la estructura de la biopelícula, disminuyendo su 
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cohesión y favoreciendo la exposición de las células bacterianas al entorno circundante (Harper et 

al., 2014). 

Los fagos específicos de P. aeruginosa se unen a receptores en la superficie de las células 

bacterianas e inician el proceso de infección. Los fagos introducen su material genético en la célula, 

utilizando la maquinaria celular para replicarse y ensamblarse. Este proceso, a menudo, culmina 

en la lisis celular. Este proceso liberará nuevos fagos al entorno, pero también desencadena la 

liberación de las células bacterianas atrapadas en la biopelícula. Este fenómeno contribuye a la 

reducción global de la masa de la biopelícula (Yuan et al, 2019). 

El efecto lítico observado de los fagos vB_Pae-phi_Mx1 y vB_Pae-phi_Mx2 sobre las biopelículas 

de las diferentes cepas de P. aeruginosa se puede atribuir a una combinación de dos procesos 

fundamentales: la acción de enzimas capaces de lisar el exopolisacárido y la lisis directa de las 

células bacterianas. Estos mecanismos trabajan en sinergia para desmantelar la compleja 

arquitectura de la biopelícula y ejercer un impacto significativo en la integridad de P. aeruginosa. 

El hecho de que el efecto sea estadísticamente significativo refuerza la confianza en la validez y 

reproducibilidad de los resultados obtenidos. La significancia estadística indica que la reducción 

observada en la biopelícula no es el resultado de variaciones aleatorias, sino que hay una relación 

causal entre la presencia del fago y la disminución en la cantidad de biopelícula (Rossito et al., 

2018). 

La combinación de la destrucción del EPS y la lisis celular inducida por los fagos genera un efecto 

sinérgico que debilita y disuelve la biopelícula de P. aeruginosa. La degradación del EPS 

desestabiliza la matriz, mientras que la lisis celular libera las células bacterianas que contribuyen a 

la formación de la biopelícula. Este efecto dual no solo afecta la estructura física de la biopelícula, 
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sino que también interrumpe la cohesión y persistencia de P. aeruginosa en forma de biopelícula. 

Los resultados obtenidos con el fago vB_Pae-phi_Mx1 representan oportunidades prometedoras 

en la búsqueda de estrategias terapéuticas alternativas en la gestión de infecciones asociadas a 

biopelículas de P. aeruginosa multirresistente a antibióticos (Chegini et al., 2020).  

El efecto lítico del fago vB_Pae-phi_Mx2 ofrece una perspectiva similar, a pesar de la resistencia 

observada en la cepa 83, el efecto lítico significativo en las otras cepas sugiere que el fago podría 

ser una herramienta valiosa en el control de biopelículas asociadas con P. aeruginosa. No obstante, 

la comprensión de los factores responsables de la resistencia en la cepa 83 puede proporcionar 

información clave para mejorar la eficacia de los tratamientos futuros. La falta de respuesta 

significativa de esta cepa al fago vB_Pae-phi_Mx2 podría deberse a diversos factores, como 

variaciones en la estructura de la biopelícula, diferencias en la expresión de receptores bacterianos 

o incluso la presencia de sistemas de defensa bacteriana específicos. La caracterización más 

detallada de la cepa 83 y la exploración de estos posibles mecanismos de resistencia 

proporcionarían información valiosa sobre las interacciones específicas entre los bacteriófagos y 

sus hospedadores. Además, la posible aparición de resistencia bacteriana a los bacteriófagos y la 

dinámica a largo plazo de la interacción bacteriófago-biopelícula deben abordarse en futuros 

estudios (Yuan et al, 2019). 

En este análisis, se evaluó únicamente el efecto lítico del fago en un solo intervalo de tiempo. Es 

importante tener en cuenta que existen otros estudios de investigación que llevan a cabo esta 

evaluación en varios intervalos de tiempo. Esta metodología permite obtener información más 

detallada sobre la actividad lítica del fago, ya que se pueden observar diferentes etapas de la 

interacción entre el fago y la biopelícula a lo largo del tiempo. Además, al analizar varios intervalos 
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de tiempo, es posible identificar un pico máximo de actividad lítica, es decir, el momento en el que 

el fago muestra la máxima eficacia para eliminar la biopelícula. Estos estudios con múltiples 

intervalos de tiempo proporcionan una visión más completa y detallada de la actividad del fago, lo 

que puede ser crucial para comprender mejor su mecanismo de acción y optimizar su uso como 

tratamiento antimicrobiano (Yuan et al, 2019). 

Evaluar si los fagos pueden eliminar las biopelículas de las superficies o del material quirúrgico es 

de suma importancia en el ámbito de la salud y la seguridad sanitaria. Las biopelículas pueden 

formarse en una amplia gama de entornos, incluyendo dispositivos médicos, implantes y equipos 

quirúrgicos, representando un riesgo significativo de infecciones nosocomiales y complicaciones 

postoperatorias. Evaluar la capacidad de los fagos para eliminar estas biopelículas es crucial, ya 

que los fagos ofrecen una alternativa prometedora a los tratamientos convencionales. Si los fagos 

demuestran ser eficaces para eliminar las biopelículas de las superficies o del material quirúrgico, 

esto podría tener un impacto significativo en la prevención y el tratamiento de las infecciones 

asociadas a biopelículas, reduciendo la incidencia de complicaciones postoperatorias y mejorando 

los resultados clínicos para los pacientes. Además, esta investigación podría abrir nuevas vías para 

el desarrollo de terapias antimicrobianas más efectivas y específicas, contribuyendo así a combatir 

la creciente amenaza de la resistencia a los antibióticos y mejorar la seguridad en los entornos 

médicos y quirúrgicos (Del Pozo, 2018). 

Aunque la terapia con el uso de fagos muestra un gran potencial como alternativa a los antibióticos 

tradicionales, aún queda mucho por investigar y desarrollar en este campo. Los resultados de este 

proyecto pueden considerarse como un paso inicial importante y pueden sentar las bases para 

futuros estudios de investigación, incluidos los estudios de investigación de fase 0, que se enfocan 
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en investigar la viabilidad y la seguridad de nuevos tratamientos en humanos antes de avanzar a 

ensayos clínicos más amplios. Es importante destacar que, en Europa, ya se están llevando a cabo 

estudios clínicos de fase I y fase II en la terapia con fagos, lo que indica un creciente interés y 

reconocimiento de esta terapia como una opción viable para el tratamiento de infecciones 

bacterianas. Estos estudios clínicos proporcionarán información valiosa sobre la eficacia y 

seguridad de la terapia con fagos en humanos, lo que podría impulsar aún más la investigación en 

este campo y llevar a la adopción clínica generalizada de esta prometedora terapia (Harper et al., 

2011).  
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Conclusión 

La efectividad variable de los fagos entre las cepas destaca la necesidad de una selección cuidadosa 

de los mismos para ser utilizados en distintas terapias. Estos resultados tienen implicaciones 

importantes en el diseño y aplicación de estrategias terapéuticas basadas en fagos. Además, la 

identificación de cepas resistentes subraya la importancia de una evaluación continua y 

personalizada de la eficacia de los fagos antes de su implementación clínica. 

Estos resultados respaldan la investigación continua sobre la aplicación de fagos en el control de 

biopelículas bacterianas y resaltan la importancia de comprender los mecanismos subyacentes para 

maximizar su eficacia. 
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