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RESUMEN 

 Escherichia coli enteropatógena (ECEP) es un patotipo de E. coli relacionado con 

diarreas infecciosas que afectan especialmente a niños. En el Ecuador, las diarreas de tipo 

infecciosa representan la sexta causa de muerte. El abuso de antibióticos para tratar 

diferentes tipos de infecciones ha generado multirresistencia por parte de las bacterias, lo 

cual se ha vuelto un serio problema de salud pública. Esta situación ha causado una escases 

de antibióticos eficaces, por lo que, la fagoterapia resulta ser una alternativa para el 

tratamiento de bacterias multirresistentes en los países occidentales. El presente estudio 

tuvo como objetivo la caracterización fenotípica y genotípica del bacteriófago 5Q18 con 

actividad lítica contra ECEP multirresistente. Para lo cual se colectó muestras de agua del 

río Machángara con el fin de aislar un fago con actividad lítica. Una vez que se aisló el 

fago se lo tituló mediante el ensayo de doble agar con la cepa ECEP 14 multirresistente. La 

actividad lítica contra ECEP 14 se evaluó mediante la cinética de lisis del fago. Por otro 

lado, la caracterización morfológica del fago 5Q18 se realizó mediante microscopía de 

transmisión electrónica; mientras que, para la caracterización molecular se purificó el 

ADN del fago en base a dos metodologías: i) un protocolo modificado y ii) el kit Wizard® 

Genomic DNA Purification kit de Promega. Después, el ADN fue cortado con la enzima de 

restricción XbaI para determinar el tipo de material genético. Finalmente se realizó un 

ensayo de actividad in vitro con dos tratamientos y tres repeticiones para comprobar la 

actividad lítica del fago contra ECEP 14. Como resultados de la microscopía de 

transmisión electrónica se determinó que el bacteriófago 5Q18 pertenece a la familia 

Myoviridae del orden Caudovirales con un genoma de 20 Kb. Además se encontró que el 

fago tiene un amplio espectro de actividad lítica frente a miembros de la especie E. coli 

tanto comensal como a dos patotipos, ECEP y ECEH; en particular, contra la cepa ECEP 
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14 multirresistente. La actividad bactericida del fago 5Q18 sobre ECEP 14 fue más alta 

que el ácido láctico que se usa como preservante en la industria alimenticia. En conclusión, 

en base a los equipos y materiales disponibles en el país se pudo caracterizar al fago 5Q18. 

Además, debido a las características que presenta este fago se lo puede considerar como un 

agente biocontrolador de E. coli enteropatógena multirresistente, por lo que, el fago podría 

ser aplicado en la industria alimenticia. 

Palabras clave: Bacteriófago 5Q18, biocontrol, Caudovirales, ECEP multirresistente, 

industria alimenticia, Myoviridae.  
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ABSTRACT 

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a pathotype of E. coli related to 

infectious diarrhea in children. In Ecuador, this kind of diarrhea represents the sixth cause 

of death. The antibiotic overuse to treat diverse kind of infections has developed antibiotic-

multiresistant bacteria, becoming a major public health problem. This particular situation 

has decreased the effectiveness of antibiotics; thus, the phage therapy become an 

alternative to threat multiresistant bacteria, especially, in west countries. The aim of the 

present study was the phenotypic and genetic characterization the 5Q18 phage active 

against multidrug-resistant EPEC. The phage with lytic activity was isolated from 

Machángara river´s sewage. Then, the phage was tittered by the double agar assay using 

multiresistant EPEC 14 strain. The lytic activity of 5Q18 phage against EPEC 14 strain 

was evaluated by the lytic kinetics analysis. The phage morphology was obtained using 

Transmission Electron Microscopy (TEM). On the other hand, the 5Q18’s DNA was 

purified according to two methodologies: i) a modified protocol and ii) the Wizard® 

Genomic DNA Purification kit from Promega. The pattern of restriction of 5Q18’s DNA 

was carried out with the restriction endonuclease XbaI in order to define the kind of 

genetic material. Finally, we tested 5Q18’s lytic activity based on in vitro assay with two 

treatments and three repetitions. As a result, the 5Q18 phage was identified according to 

the morphologic characteristics as a member of Myoviridae family in the Caudovirales 

order with a genome of 20 Kb. Moreover, we found 5Q18 has a spectrum of activity 

against commensal and pathogenic E. coli, especially, enteropathogenic and 

enterohemorrhagic pathotypes. Bactericidal activity of 5Q18 phage was much efficient 

than lactic acid, a common preservative used in food industry. In conclusion, the 

characterization of 5Q18 phage was based on the equipment and materials available in the 
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country. According to the characteristics of the 5Q18 phage, it could be define as a 

potential biocontrol agent against Enteropathogenic E. coli, and it might be used in food 

industry. 

Keywords: 5Q18 bacteriophage, biocontrol, Caudovirales, food industry, multidrug-

resistant EPEC, Myoviridae.
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1. INTRODUCCIÓN 

Escherichia coli es una enterobacteria, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. 

La bacteria está presente naturalmente en el estómago de mamíferos aunque también se la 

ha descrito como un patógeno oportunista en humanos (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 

2014). Actualmente existen seis patotipos de E. coli asociados con infecciones 

gastrointestinales en todo el mundo (Croxen y Finlay, 2010). Entre los patotipos que 

afectan a humanos se encuentran E. coli enteropatógena (ECEP), E. coli 

enterohemorrágica (ECEH), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enterotoxigénica 

(ECET), E. coli difuso adherente (ECDA) y E. coli enteroinvasiva (ECEI) (Croxen y 

Finlay, 2010; Croxen et al., 2013). ECEP es uno de los patotipos de mayor importancia, 

relacionado con diarreas infecciosas que afectan principalmente a niños (Black et al., 2010; 

Ochoa et al., 2009). Las diarreas infecciosas representan un severo problema sanitario en 

países en vías de desarrollo como el Ecuador, siendo la sexta causa de muerte en el país 

(Organización Mundial de la Salud [OMS], 2008). En la mayoría de los casos, la 

transmisión de los patotipos de E. coli a humanos se produce a través de productos 

contaminados con excretas provenientes de animales (Murray et al., 2014). 

El abuso de antibióticos para tratar diferentes tipos infecciones causadas por diversos 

patógenos ha generado una preocupación a nivel mundial (OMS, 2016). Esto se debe 

principalmente al incremento de la multirresistencia de los diferentes patógenos que causan 

infecciones comunes (Chellat, Raguž, y Riedl, 2016). En particular, aquellos responsables 

de la enfermedad diarreica como Escherichia coli diarrenogénicas (Qu et al., 2016). Esta 

situación ha causado una escases de antibióticos eficaces contra patógenos 

multirresistentes (World Health Organization [WHO], 2014), por lo que, las infecciones se 

vuelven más frecuentes (Tanwar, Das, Fatima, y Hameed, 2014). En la actualidad, varios 
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científicos han proclamado que la era post-antibiótica es una realidad visible; por lo que, el 

desarrollo de terapias alternativas resulta urgente. Una de las alternativas es el uso de la 

fagoterapia, promovida antiguamente por países de la Unión Soviética (Abedon, Kuhl, 

Blasdel, y Kutter, 2011). Esta terapia consiste en el uso de virus líticos para combatir 

infecciones causadas por bacterias patógenas de importancia clínica; en especial, aquellas 

que han desarrollado resistencia a varios antibióticos (Segundo, Hernández, López, y 

Torres, 2010). El uso de los bacteriófagos como terapia presenta varias ventajas (Chan, 

Abedon, y Loc-Carrillo, 2013; Gill y Hyman, 2010), entre ellas, el aislamiento que es 

relativamente sencillo, los mecanismos de acción que son totalmente diferentes a los 

antibióticos tradicionales y la alta especificidad de hospederos, entre otras (Chan et al., 

2013). Sin embargo, para que exista un apropiado control de los patógenos se debe 

considerar factores como la selección del fago, tiempo de exposición y el método de 

dosificación de los mismos (Gill y Hyman, 2010).  

Actualmente, la fagoterapia es impulsada principalmente en los países occidentales 

como Estados Unidos (Reardon, 2014). Esta terapia es ampliamente estudiada contra 

varios patógenos que causan infecciones de tipo entérico (Lu y Koeris, 2011). En especial, 

la fagoterapia ha sido probada en diversos miembros de la familia Enterobacteriaceae 

(Askora, Merwad, Gharieb, y Maysa, 2015; Kutter et al., 2011; Murray et al, 2014; Niu, 

McAllister, Nash, Kropinski, y Stanford, 2014; Tomat, Migliore, Aquili, Quiberoni, y 

Balagué, 2013). Una de las especies de estudio ha sido Escherichia coli y sus patotipos que 

presentan una alta resistencia antibiótica (Keary et al., 2013). Resistencia que ha sido 

adquirida a través de diferentes mecanismos, generando fenotipos multirresistentes 

(Garcia, Silva, y Diniz, 2011; Heidary, Momtaz, y Madani, 2014; Kandakai-Olukemi, 

Mawak, y Onojo, 2009; Ochoa et al., 2009). Entre los patotipos más estudiados se reportan 
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a ECEP (Askora et al., 2015; Denou et al., 2009; Tomat et al., 2013), ECEH (Askora et al., 

2015; Niu et al., 2014), ECET (Denou et al., 2009) y E. coli shiga-toxigénica (Tomat et al., 

2013). En el Ecuador, la fagoterapia es escasamente estudiada. Un estudio relacionado 

trata del uso de los bacteriófagos como alternativa para eliminar aislados de Acinetobacter 

baumannii resistentes (López, 2015). En un estudio más reciente aislaron fagos líticos 

específicos de especies patógenas y resistentes del género Salmonella (Quiroz et al., 2016). 

Hasta el momento no se ha encontrado estudios relacionados con la caracterización de 

bacteriófagos contra los diferentes patotipos de E. coli multirresistente. 

Por todo lo mencionado anteriormente, el presente estudio respondió la siguiente 

pregunta: ¿Qué potencial bactericida posee el bacteriófago 5Q18 aislado del río 

Machángara para el desarrollo de fagoterapia contra Escherichia coli enteropatógena 

multirresistente? 

1.1 Justificación 

 Escherichia coli enteropatógena (ECEP) es uno de los principales patotipos de E. 

coli causante de diarreas infecciosas responsable de una alta tasa de mortalidad en niños 

menores de cinco años (Black et al., 2010). Las diarreas infecciosas son una enfermedad 

que cada vez tiene mayor impacto en la sociedad de nuestro país tanto en el aspecto 

económico como sociológico. Este problema se vuelve más complicado debido a la 

resistencia que las bacterias adquieren principalmente por el abuso de los antibióticos, lo 

que ha generado una disminución de la eficacia de muchos de ellos. Aunque el problema 

es de importancia a nivel de salud, los estudios relacionados con fagoterapia contra 

bacterias multirresistentes son escasos en el país. De ahí la necesidad de llevar a cabo el 

presente estudio en donde se desarrolló un protocolo accesible para purificar y caracterizar 
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un fago, lo cual es el primer paso para llevar a cabo una terapia alternativa que permitirá el 

tratamiento de diarreas infecciosas causadas por E. coli enteropatógena con un fenotipo de 

multirresistencia.  

Actualmente se está viviendo el inicio de la era post-antibiótica, en la cual muy 

pronto la farmacopea disponible no logrará satisfacer la demanda sanitaria. Esto se debe 

principalmente a que la mayoría de antibióticos están perdiendo su efecto para combatir 

infecciones bacterianas debido a la multirresistencia desarrollada por diferentes patógenos. 

Ante la posibilidad de una escases de antibióticos efectivos para combatir las diarreas 

infecciosas es imperativo desarrollar nuevas metodologías. La fagoterapia entonces resurge 

de las cenizas como el “Ave Fénix” y vuelve a ser de interés por parte de la comunidad 

científica como terapia para combatir infecciones causadas por bacterias multirresistentes  

Para el desarrollo de la fagoterapia, un paso esencial es la caracterización de los 

bacteriófagos tanto a nivel genotípico como fenotípico. Esto permite discernir los 

bacteriófagos que son aplicables como terapia contra bacterias multirresistentes de 

aquellos que pueden inducir solo virulencia en las bacterias (Gill y Hyman, 2010). Por lo 

tanto, los resultados del presente estudio darán a conocer un bacteriófago con las 

características recomendadas para ser usado en fagoterapia. En ese sentido, la 

caracterización de un fago específico para ECEP beneficiará al sistema sanitario 

intrahospitalario y a los pacientes. El uso del fago constituirá una nueva alternativa para el 

tratamiento de infecciones causadas principalmente por ECEP con el fenotipo 

multirresistente, evitando así tanto la compra como el uso indiscriminado de antibióticos 

convencionales. Finalmente, el presente estudio servirá como línea base para la 

elaboración de estudios relacionados con la caracterización de fagos con potenciales usos 

en diferentes áreas de la fagoterapia.   
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El presente estudio resultó viable gracias a las pautas para el aislamiento, 

purificación y preparación de bacteriófagos para ser usados como terapia antimicrobiana 

dictadas por Gill y Hyman (2010). Además, el estudio contó con cepas de ECEP 

multirresistentes provistas por el Instituto Nacional de Salud Pública e Investigación 

(INSPI); así como, el financiamiento, la disponibilidad de materiales, equipamiento y 

locaciones dispuesta por la Escuela de Bioanálisis de la PUCE.  

1.2. OBJETIVOS 

1.2.1.  Objetivo general 

Caracterizar fenotípica y genotípicamente a un bacteriófago que posee actividad lítica 

contra Escherichia coli enteropatógena con fenotipo de multirresistencia. 

1.2.2.  Objetivos específicos 

 Aislar un bacteriófago con actividad lítica contra ECEP multirresistente a partir de 

muestras de agua del río Machángara. 

 Titular el bacteriófago mediante un ensayo de doble agar usando la cepa ECEP 14. 

 Identificar fenotípicamente el bacteriófago 5Q18 a través de microscopía electrónica de 

transmisión. 

 Determinar el tipo de ADN del bacteriófago 5Q18 llevando a cabo la digestión 

enzimática del ADN con la endonucleasa de restricción XbaI. 

 Comprobar la capacidad lítica del fago 5Q18 sobre ECEP 14 multirresistente gracias a 

la realización de un ensayo in vitro. 

 Establecer un protocolo de caracterización de bacteriófagos del río Machángara que 

resulte asequible y viable con los materiales disponibles en el país.  
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes 

La terapia con bacteriófagos ha sido estudiada desde el año 1930 (Skurnik y Strauch, 

2006). Con la llegada de la era antibiótica, la mayoría de los países occidentales dejaron de 

estudiar a estos virus especiales como terapia antimicrobiana. Sin embargo, algunos 

estados de la Unión Soviética y el este de Europa siguieron experimentando con 

bacteriófagos durante los últimos 80 años con resultados abrumadores (Gill y Hyman, 

2010; Summers, 2012). Este mecanismo bactericida consiste en el uso de bacteriófagos o 

fagos, virus que infectan y lisan bacterias de manera específica, constituidos 

principalmente de material genético y proteínas para combatir la proliferación de bacterias 

o atenuar su infectividad (Gill y Hyman, 2010). A nivel mundial, el uso de la fagoterapia 

ha crecido como una alternativa al uso de antibióticos. En particular, su uso ha aumentado 

contra diferentes especies bacterianas patógenas que han adquirido resistencia e incluso 

multirresistencia (Keary et al., 2013).  

En especial, la fagoterapia ha sido usada contra varias especies de la familia 

Enterobacteriaceae con fenotipo de multirresistencia (Askora et al., 2015; Kutter et al., 

2011; Niu et al., 2014; Tomat et al., 2013), responsables de altas tasas de mortalidad (Xu et 

al., 2015). Una de las especies sujeto de estudio es Escherichia coli (Beheshti, Soleimani, y 

Salmanizadeh, 2015) debido a la multirresistencia que está adquiriendo (Jamal, Hussain, 

Rajanna, y Andleed, 2015). En particular se han caracterizado y aislado fagos contra 

patotipos de E. coli que además de tener genes de virulencia han adquirido una alta 

resistencia antibiótica (Keary et al., 2013). Entre los patotipos más estudiados se reportan a 

ECEP (Askora et al., 2015; Denou et al., 2009; Tomat et al., 2013), ECET (Denou et al., 
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2009; Wilder, Lancaster, Cahill, Rasche, y Kuty, 2015), ECEH (Askora et al., 2015; Kutter 

et al., 2011; Niu et al., 2014) y E. coli shiga-toxigénica (Tomat et al., 2013). 

Concretamente, para ECEP se aisló bacteriófagos activos que pertenecen a la familia 

Myoviridae, los mismos que fueron eficaces al reducir las poblaciones de las bacterias con 

fenotipo de resistencia a tetraciclinas y ampicilina (Budiarti, Hidayati, y Rusmana, 2011). 

Los estudios relacionados concluyen que los bacteriófagos constituyen excelentes 

candidatos para ser utilizados posteriormente en fagoterapia humana (Askora et al., 2015; 

Capparelli et al., 2010; Chan et al., 2013; Chhibber y Kumari, 2008; Jamalludeen, Johnson, 

Shewen, y Gyles, 2009; Keary et al., 2013).  

En el Ecuador, la información sobre el desarrollo de la fagoterapia como una 

alternativa antimicrobiana es escasa. Un estudio relacionado con el tema es sobre los 

bacteriófagos como opción para eliminar cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a 

antibióticos aisladas de tres hospitales del Ecuador (López, 2015). En un estudio más 

reciente aislaron fagos líticos de las familias Myoviridae y Siphoviridae específicos para 

Salmonella enterica de los serovares Enteritidis e Infantis (Quiroz et al., 2016). Estudios 

relacionados con la caracterización de bacteriófagos contra los diferentes patotipos de 

Escherichia coli multirresistente no han sido desarrollados hasta el momento en el país. 

2.2. Diarrea infecciosa aguda 

Clínicamente, la diarrea se define como la eliminación de heces no formadas o 

irregularmente líquidas (Camilleri y Murray, 2012) con una mayor periodicidad de 

defecación (Hodges y Gill, 2010). La diarrea puede ser clasificada en varios cuadros 

clínicos como seudodiarrea, diarrea por rebosamiento, incontinencia fecal y diarrea 

infecciosa aguda (Camilleri y Murray, 2012). La diarrea infecciosa aguda, causada por 

microorganismos o sus toxinas, se manifiesta principalmente por la inflamación o mal 
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función del intestino (Montoro, 2008). La sintomatología es susceptible a cambios debido 

a la gran variedad de agentes causales que la provocan. Generalmente, los síntomas que se 

presentan son cólicos abdominales, anorexia y excreciones acuosas (LaRocque, Ryan, y 

Calderwood, 2012). 

La diarrea infecciosa aguda puede ser causada por diversos microorganismos como 

bacterias, parásitos y virus (Murray et al., 2014). Las especies bacterianas responsables de 

diarrea infecciosa pertenecen principalmente a los géneros Salmonella, Campylobacter, 

Shigella, Escherichia y Vibrio, entre otros. Los agentes virales de mayor importancia son 

Rotavirus, Calicivirus y Adenovirus. Los parásitos como Cryptosporidium parvum, 

Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Cyclospora cayetanensis causan severas 

enfermedades diarreicas, principalmente en niños (Connor, 2013; Hodges y Gill, 2010; 

LaRocque et al., 2012; Murray et al., 2014).  

Las diarreas infecciosas representan un severo problema sanitario en países en vías 

de desarrollo (Gómez-Duarte, 2014). Este tipo de infección constituye una de las 

principales causas de muerte en niños (Hodges y Gill, 2010). En el reporte de la OMS del 

2008 se describieron 388 casos fatales de diarrea infecciosa en niños menores de cinco 

años, siendo la sexta causa de muerte en el Ecuador. Para el 2009, las diarreas infecciosas 

fueron la octava causa de mortalidad infantil de 0,3% por cada 1 000 nacidos vivos en el 

país. En el 2012, el número de defunciones de menores de 5 años fue de 6 000, de las 

cuales, el 4% fue debido a diarreas infecciosas (OMS, 2012). En el reporte más reciente de 

las estadísticas sanitarias del 2014 se determinó que el número de defunciones de menores 

de 5 años fue de 8 000, de las cuales el 4% fueron a causa de diarreas infecciosas (OMS, 

2014). 
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2.3. Escherichia coli  

Escherichia coli es una de las especies más importantes de la familia 

Enterobacteriaceae (Murray et al., 2014). La especie es una bacteria ubicua; es decir, se 

encuentra diseminada vastamente en el medio ambiente como el suelo, agua y vegetación 

(Torres, Arenas, y Martínez, 2010). Además, la bacteria está presente en grandes 

cantidades en el tubo digestivo de mamíferos como flora comensal (Singh y Kapoor, 

2010). Sin embargo, la bacteria ha pasado de tener una relación de comensalismo a ser un 

patógeno oportunista (Williams, Torres, y Lloyd, 2010). Como patógeno, la especie es 

responsable de causar diarrea infecciosa en el ser humano debido a la presencia de 

diferentes factores de virulencia (Jafari, Aslani, y Bouzari, 2012; Scaletsky, Souza, 

Aranda, y Okeke, 2010).  

 

Escherichia coli ha adquirido factores de virulencia mediante transferencia horizontal 

de genes. La presencia de estos factores pueden cambiar de un estado comensal de la 

bacteria o incrementar su patogenicidad (Williams et al., 2010). Generalmente, estos 

factores de virulencia son codificados en plásmidos, islotes de patogenicidad o en el ADN 

de bacteriófagos lisogénicos (Jafari et al., 2012; Scaletsky et al., 2010). En E. coli se ha 

reportado la presencia de varios factores de virulencia, como por ejemplo, la presencia de 

islas de patogenicidad (locus de eliminación de microvellocidades intestinales), genes de 

virulencia putativos, plásmidos que codifican la formación del pili y factores de 

adherencia, entre otros (Gomes y González-Pedrajo, 2010; Scaletsky et al., 2010). 
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2.3.1.  Patotipos 

La presencia de los diferentes factores de virulencia puede determinar un patotipo 

específico dentro de la especie. En Escherichia coli se han descrito al menos ocho 

patotipos clasificados dentro dos grupos, diarrenogénico (DEC) y extraintestinal (ExPEC) 

(Torres et al., 2010). Las DEC son las que causan principalmente infecciones 

gastrointestinales; mientras que, las ExPEC son responsables de infecciones urinarias (E. 

coli uropatogénica, ECUP) y de meningitis neonatal (NMEC, por sus siglas en inglés) 

(Williams et al., 2010). A los patotipos de E. coli que producen infección gastrointestinal 

en humanos se los ha clasificado en seis: E. coli enteropatógena (ECEP), E. coli 

enterohemorrágica (ECEH), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enterotoxigénica 

(ECET), E. coli difuso adherente (ECDA) y E. coli enteroinvasiva (ECEI) (Croxen y 

Finlay, 2010; Croxen et al., 2013; Williams et al., 2010).  

Varios procesos evolutivos han permitido diferenciar a los diferentes patotipos 

(Williams et al., 2010), los cuales se caracterizan por tener factores de virulencia 

específicos. Por ejemplo, ECEP se describe por poseer pilis formadores de haces (Bfp, por 

sus siglas en inglés), ECEH se destaca por producir toxinas Shiga (Stx-1 y Stx-2), ECEA 

posee fimbrias adherentes agregantes (AAF/l, AAF/ll y AAF/lll), ECET produce dos tipos 

de enterotoxinas, termolábil (LT) y termoestable (ST), ECDA y ECEI son productoras de 

hemolisinas como la HlyA (Croxen y Finlay, 2010; Croxen et al., 2013; Gomes y 

González-Pedrajo, 2010; Hodges y Gill, 2010;  Murray et al., 2014).  

Cada grupo de factores de virulencia están asociados a la presencia de las 

características clínicas y patológicas de la infección (Gomes y González-Pedrajo, 2010). 

Todos los patotipos causantes de infecciones intestinales son responsables de altas tasas de 
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mortalidad y morbilidad (Black et al., 2010). Entre las infecciones causadas por DEC, la 

infección producida por ECEP es la segunda en importancia luego de la infección por 

ECEH (Williams et al., 2010).  

2.3.1.1. Escherichia coli enteropatógena  

ECEP fue el primer patotipo de Escherichia coli identificado como agente causal de 

la enfermedad diarreica. En las décadas de 1940 y 1950, este patotipo fue el principal 

responsable de brotes de diarrea en niños en países industrializados (véase en Bray, 1945). 

Actualmente, la infección por ECEP es una de las causas frecuentes de diarrea en lactantes 

tanto en países en desarrollo (Russo y Johnson, 2012) como países en vías de desarrollo 

(Gomes y González-Pedrajo, 2010). En Sudamérica se ha reportado su presencia en países 

como Brasil (Guth, Picheth, y Gomes, 2010), Colombia (Gómez-Duarte, 2014), Uruguay, 

Perú (Varela, Gomez-Duarte, y Ochoa, 2010) y en comunidades remotas del Ecuador 

(Bayas, 2011; Bhavnani et al., 2016; Schreckinger, 2008). En el país, los estudios 

realizados en comunidades remotas del noroeste indican que ECEP se la encuentra en 

bajos niveles asociada fuertemente a episodios de diarrea (Bayas, 2011; Bhavnani et al., 

2016; Schreckinger, 2008), en especial, en niños menores de cinco años (Bhavnani et al., 

2016). El principal reservorio de ECEP son los humanos y el ganado (Williams et al., 

2010) por lo que su forma de transmisión es oral-fecal (Hodges y Gill, 2010; Torres et al., 

2010). 

ECEP se caracteriza por tener varios factores de virulencia responsables de 

infecciones gastrointestinales (Torres et al., 2010). Este patotipo es portador de la isla 

genómica de patogenicidad denominada locus de eliminación de microvellocidades 

intestinales (LEE, por sus siglas en inglés) que codifica efectores proteínicos, el sistema de 
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secreción tipo III, intimina y el receptor de la intimina (Tir) (Yan et al., 2013). El sistema 

de secreción tipo III es el responsable de transferir los factores de virulencia dentro de las 

células (Gomes y González-Pedrajo, 2010) como los efectores proteicos EspF y EspZ. 

Estos efectores son importantes en la regulación de la supervivencia celular mediante la 

modulación de los niveles del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR, por sus 

siglas en inglés). Las células sobreviven en los primeros estadios intracelularmente debido 

a la fosforilación de EGFR, EspF activa a las caspasas con la pérdida de EGFR, EspZ 

inhibe la acción de EspF, como consecuencia se da la acelerada muerte celular en estadios 

avanzados de la infección (Roxas, Ryan, Vedantam, y Viswanathan, 2014). La intimina es 

codificada por el gen eae, marcador para la identificación de EPEC, el cual promueve la 

adherencia más estrecha del patotipo a las células epiteliales, su unión es mediada por la 

proteína receptora Tir (Williams et al., 2010) que manipula la actina del citoesqueleto. 

Otro factor de virulencia es el pili formador de haces (bfp, por sus siglas en inglés) 

codificado por el gen bfp. Este factor de virulencia permite el contacto con la superficie de 

la célula hospedera así como el reordenamiento del citoesqueleto. Además, el bfp es 

responsable del envío de señales que permiten a la bacteria adoptar un estilo de vida 

extracelular cuando sea necesario (Zahavi et al., 2011) y de esta forma generar la 

dispersión de la bacteria (Roxas et al., 2014). Todos estos factores en conjunto son 

necesarios para causar los síntomas en el hospedador (Ochoa y Contreras, 2011) y la 

posterior diseminación del patógeno en el ambiente (Roxas et al., 2014). 

ECEP puede ser de dos tipos, típica (tECEP) y atípica (aECEP). Esta clasificación 

depende de la presencia o ausencia del plásmido EAF que contiene el gen bfp (Williams et 

al., 2010). Las tECEP, cuyo único reservorio natural son los humanos, son portadoras del 

plásmido EAF que estimula la formación del pili necesario para su adherencia a las células 
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epiteliales. Mientras que, aECEP carece del plásmido por lo que no codifica los genes bfp 

(Salehi, Badouei, y Gohari, 2011). La tECEP es la principal responsable de diarrea acuosa 

persistente en niños de países en vías de desarrollo (Williams et al., 2010). Por otro lado, 

aECEP está relacionada con diarrea esporádica o epidémica en países desarrollados 

(Gomes y González-Pedrajo, 2010). 

2.4. Antibióticos 

Los antibióticos, compuestos de origen natural y/o sintético, son producidos por 

algunos microorganismos o mediante síntesis química cuya función es inhibir el 

crecimiento bacteriano (Murray et al., 2014). Con el descubrimiento de los antibióticos o 

antimicrobianos, en especial de la penicilina, su uso para el tratamiento de enfermedades 

infecciosas ha ido incrementando (Murray et al., 2014; Penesyan,  Gillings, y Paulsen, 

2015). Gracias al advenimiento de la era antibiótica se logró combatir o mantener bajo 

control diferentes tipos de enfermedades infecciosas (Davies y Davies, 2010; Penesyan et 

al., 2015). Aunque rápidamente surgieron bacterias con fenotipos de resistencia debido al 

uso extenso de este tratamiento (Davies y Davies, 2010; Murray et al., 2014).  

Los antibióticos ejercen su acción sobre unas pocas moléculas presentes 

exclusivamente en las bacterias (Debabov, 2013). Estas moléculas son afectadas 

principalmente a nivel de función celular, la misma que es esencial para la sobrevivencia 

de la bacteria (Kohanski, Dwyer, y Collins, 2010). De acuerdo al componente celular que 

afecten, los antibióticos pueden ser bactericidas o bacteriostáticos (Bernatová et al., 2013; 

Murray et al., 2014). Los antibióticos bactericidas causan rápidamente la muerte del 

microorganismo como por ejemplo los β-lactámicos como las penicilinas, cefalosporinas y 

carbapenémicos; los glicopéptidos como la vancomicina y teicoplanina; los 
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aminoglucósidos como la estreptomicina y gentamicina; entre otros como la rifampicina, 

quinolonas, sulfonamidas y trimethoprim. Mientras que, los antibióticos bacteriostáticos 

son aquellos que causan una interrupción del crecimiento microbiano, aunque en elevadas 

concentraciones pueden tener un efecto bactericida como los macrólidos, tetraciclinas, 

cloranfenicol, linezolid, ácido fusídico y mupirocina (Murray et al., 2014).  

La actividad bactericida de los antibióticos se da a nivel de pared celular, síntesis de 

ácidos nucleicos y de proteínas (Kohanski et al., 2010). Los antibióticos que afectan la 

pared celular y la inhibición de su síntesis son la vancomicina, bacitracina y β-lactámicos 

(Davies y Davies, 2010); mientras que, los que atacan a nivel de la membrana celular son 

las polimixinas (Murray et al., 2014). Su modo de acción está destinado a dañar la 

permeabilidad de la membrana celular, unirse a los esteroles de la pared celular y así 

permitir el ingreso de moléculas bactericidas (Kong, Schneper, y Mathee, 2010). En las 

últimas décadas se han desarrollado agentes que actúan contra la síntesis de ácidos 

nucleicos (Murray et al., 2014). Por ejemplo, las quinolonas que afectan a la ADN girasa y 

topoisomerasa IV, la rifampicina que actúa a nivel de ARN polimerasa (Kohanski et al., 

2010), las sulfonamidas y el trimethoprim que inhiben la síntesis de folato (Rezaei, 

Komijani, y Javadirad, 2012). A nivel de ribosomas, los antibióticos como el cloranfenicol 

o las tetraciclinas influyen en la función de las subunidades ribosomales 30S o 50S, 

inhibiendo la síntesis de las proteínas (Madigan, Martinko, Dunlap, y Clark, 2009).  

2.4.1. Resistencia antimicrobiana 

La resistencia antibiótica es un proceso evolutivo de las bacterias que depende de 

diversos factores (Debabov, 2013; Murray et al., 2014). Las bacterias han desarrollado 

varios mecanismos para evadir la acción de moléculas antibióticas (Davies y Davies, 2010; 
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Murray et al., 2014) que puede ser por mecanismos no enzimáticos o la expresión de 

enzimas que inactivan los antibióticos (Alekshun y Levy, 2007). La mayoría de estos 

mecanismos se han generado como respuesta a condiciones naturales adversas, resistencia 

bacteriana natural (Madigan et al., 2009) o por la adquisición de información genética, 

resistencia adquirida (Debabov, 2013).  

1.4.1.1. Resistencia bacteriana natural 

Desde la antigüedad, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia a 

sustancias antibióticas naturales (Murray et al., 2014). Este mecanismo de resistencia es 

determinado genéticamente y no tiene ninguna correlación con el uso indiscriminado de 

antimicrobianos naturales o sintéticos (Pérez-Cano y Robles-Contreras 2013). Los genes 

que intervienen en este tipo de resistencia se encuentran en el cromosoma bacteriano, 

como los genes que codifican para las enzimas AmpC o β-lactamasas que causan 

inactivación enzimática (Debabov, 2013) o los genes que codifican para proteínas que 

participan en el sistema de eflujo (Alekshun y Levy, 2007; Debabov, 2013). Por lo que, 

varias especies bacterianas tienen la habilidad de resistir a ciertos antibióticos como 

resultado de la herencia de características funcionales y estructurales (Blair, Webber, 

Baylay, Ogbolu, y Piddock 2015). Por ejemplo, la composición de la pared celular es 

diferente en varias especies bacterianas, de ahí la susceptibilidad intrínseca a los 

antibióticos (Davies y Davies, 2010). La resistencia natural también depende de la 

hidrofobicidad del antibiótico, la cual es mediada por la formación de biofilms (Penesyan 

et al., 2015). Por lo general, la causa de este tipo de resistencia está relacionada 

estrechamente con la aparición de mutaciones espontáneas (Krebs et al., 2014), debido 

fundamentalmente a la exposición natural a sustancias antagónicas producidas por otros 

organismos (Madigan et al., 2009). 
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Varias especies Gram negativas y positivas poseen una resistencia natural a 

sustancias antibióticas (Boerlin y White, 2013; Kohanski et al., 2010). Un claro ejemplo de 

bacterias con resistencia natural es la especie Pseudomonas aeruginosa. Esta especie se 

caracteriza por tener el operón mexAB-oprM que regula los genes de las porinas y de la 

bomba de eflujo, concediendo resistencia para las quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol y 

meropenem (Debabov, 2013). Otras bacterias que poseen resistencia natural a los 

aminoglucósidos son los miembros del género Enterococcus. Esto se debe a que las 

especies carecen de metabolismo oxidativo que permita la captación de las moléculas 

(Boerlin y White, 2013; Kohanski et al., 2010). En Escherichia coli, la resistencia natural 

está dada por mutaciones puntuales presentes en algunos genes que afectan el sitio blanco 

de determinados antibióticos y la codificación de enzimas hidrolíticas como AmpC (Manu, 

Lupan, y Popescu,  2011). 

1.4.1.2. Resistencia bacteriana adquirida 

La resistencia adquirida se ha dado como resultado de diferentes mecanismos 

(Murray et al., 2014); principalmente, por mutaciones en genes regulatorios o estructurales 

del cromosoma bacteriano (Alekshun y Levy, 2007; Harbottle, Thakur, Zhao, y White, 

2006; Blair et al., 2015) y la transferencia horizontal de genes que ha permitido el 

intercambio de material genético entre bacterias de diferentes especies (Blair et al., 2015; 

Davies y Davies, 2010; Finley et al., 2013). Este mecanismo es uno de los más importantes 

en la transmisión y evolución de los determinantes génicos entre especies bacterianas 

patógenas hacia comensales o viceversa (Finley et al., 2013). La transmisión de material 

genético entre especies se ha visto en la familia Enterobacteriaceae (Krebs et al., 2014; 

Lewin, 2008; Madigan et al., 2009), por lo general, la transmisión es mediada por 

plásmidos. Por ejemplo, los genes blaCTX-M-15 que codifican β-lactamasas de espectro 
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extendido se los ha descrito en Kluyvera ascorbata, raramente patógeno en humanos, así 

como, en plásmidos y en el cromosoma de cepas patógenas de Escherichia coli (Iredell, 

Brown, y Tagg, 2015). Otro ejemplo de transferencia de genes de resistencia es el caso del 

plásmido de tipo InFIIK que transfiere resistencia a las cefalosporinas (Rodríguez et al., 

2015) y carbapenémicos (Iredell et al., 2015) entre los géneros Escherichia y Klebsiella. 

1.4.2. Mecanismos de resistencia antimicrobiana 

Los mecanismos de resistencia bacteriana pueden ser intrínsecos y adquiridos. Entre 

los mecanismos intrínsecos se reporta a la bomba de eflujo, cambio en la permeabilidad e 

hidrólisis enzimática (Debabov, 2013; Lawson, 2008; Pérez-Cano y Robles-Contreras, 

2013); mientras que, los mecanismos adquiridos los constituyen las mutaciones y la 

transferencia horizontal de genes (Sundqvist, 2014). 

1.4.2.1. Bomba de eflujo  

Uno de los principales mecanismos de resistencia antibiótica es la bomba de eflujo 

(Tanwar et al., 2014) que se encuentra de forma natural en casi todas las bacterias (Sun, 

Deng, y Yan, 2014). Este mecanismo genera una resistencia natural en donde se involucran 

proteínas de transporte que remueven sustancias del medio intracelular hacia el 

extracelular (Blanco et al., 2016), constituyendo un proceso de detoxificación (Sun et al., 

2014). El mecanismo intrínseco es codificado en el cromosoma bacteriano (Alekshun y 

Levy, 2007; Sun et al., 2014) que se activa por estímulos ambientales o mutaciones en los 

diferentes genes que constituyen el operón relacionado con la expresión de genes de la 

bomba de eflujo (Blanco et al., 2016; Sun et al., 2014).  
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Los genes de la bomba de eflujo son controlados por genes reguladores que forman 

parte de un operón (Webber y Piddock, 2003). La sobreexpresión de dichos genes puede 

deberse a cuatro mecanismos: i) mutaciones en el gen regulatorio global, ii) mutaciones en 

el gen represor local, iii) mutaciones en la región promotora del gen de transporte e iv) 

inserción de elementos up del gen de transporte (Sun et al., 2014). Estas mutaciones 

aumentan la codificación de bombas de eflujo y por ende se da un incremento en la tasa de 

resistencia antimicrobiana (Blanco et al., 2016). 

1.4.2.2. Cambio de permeabilidad  

La diferencia en la composición de la membrana externa puede generar resistencia 

intrínseca a los antibióticos (Alekshun y Levy, 2007). La membrana externa de las 

bacterias Gram negativas provee más permeabilidad, por lo tanto, más resistencia 

comparada con las bacterias Gram positivas (Chellat et al., 2016). El mecanismo de 

resistencia está mediado por la reducción de la permeabilidad de la membrana que se da 

por la alteración de las porinas en las Gram negativas (Harbottle et al., 2006). En 

particular, esta reducción está mediada por el gen micF (Manu et al., 2011). Estas bacterias 

alteran la permeabilidad de la membrana al cambiar los niveles de las porinas de 

membrana externa, responsables de la formación del canal para la difusión pasiva (Guan et 

al., 2013). Las proteínas Omps de membrana externa proveen los canales de entrada para 

las moléculas dependiendo de la carga, forma y tamaño. Mutaciones en los genes que 

codifican a las proteínas de membrana o pared pueden generar resistencia a varios 

antibióticos (Harbottle et al., 2006). En particular, la pérdida de la porina OmpF confiere 

resistencia antibiótica (Guan et al., 2013). Por ejemplo, mutaciones a nivel de los genes 

que codifican los lipopolisacáridos (LPS) también promueven resistencia (Harbottle et al., 

2006) esto es porque puede existir una modificación en el LPS de la pared celular mediante 
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la adición de 4-amino-4-deoxi-l-arabinosa (LAra4N) a un grupo fosfato (Kocsis y Szabó, 

2013). Como resultado se da la inactivación del antibiótico por la poca afinidad para 

ingresar en el medio intracelular (Davies y Davies, 2010). 

1.4.2.3. Modificación enzimática de los antibióticos  

La resistencia antimicrobiana puede ser mediada por la inactivación o degradación 

enzimática de las moléculas antibióticas (Blair et al., 2015; Debabov, 2013; Tanwar et al., 

2014). Varias enzimas degradan y modifican diferentes tipos de antibióticos (Blair et al., 

2015). Los antibióticos son degradados por hidrólisis de los puentes de los ésteres o amidas 

y por la transformación química ya sea por adenilación, acetilación, fosforilación, 

glicosilación o hidróxilación (Tanwar et al., 2014). Por ejemplo, las enzimas β-lactamasas 

destruyen por hidrólisis el anillo β-lactámico de la penicilina, carbapenems y 

cefalosporinas (Blair et al., 2015; Manu et al., 2011). Estas enzimas de acuerdo a la 

clasificación de Ambler pueden ser serin-β-lactamasas y metalo-β-lactamasas que 

operanpor la presencia de la serina o de cationes Zn2+ en el sitio activo, respectivamente 

(Wright, 2005). Otras enzimas como las esterasas actúan sobre macrólidos y epoxidasas, 

confiriendo resistencia a la fosfomicina (Manu et al., 2011). Entre el grupo de enzimas que 

promueven transformación química se menciona a las acetiltransferasas, fosfotransferasas 

y nucleotiltransferasa (Blair et al., 2015). Por ejemplo, la enzima acetiltransferasa 

aminoglucósido añade grupos acetil causando la inactivación del antibiótico, por lo tanto, 

éste no puede unirse al sitio A del ribosoma (Harbottle et al., 2006). Los diferentes genes 

que codifican enzimas que confieren resistencia antibiótica son trasmitidos entre especies, 

gracias a la transferencia horizontal de genes (Blair et al., 2015). 
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1.4.2.4. Mutaciones 

Las mutaciones puntuales, por lo general, alteran los sitios de unión a los antibióticos 

(Harbottle et a., 2006). La resistencia que adquieren las bacterias se debe principalmente a 

que los antibióticos naturales o sintéticos aumentan la tasa de mutación (Rodríguez-Rojas, 

Rodríguez-Beltrán, Couce, y Blázquez, 2013) en diferentes niveles (Thi et al., 2011). 

Cualquier alteración a nivel de genoma bacteriano puede generar resistencia (Sundqvist, 

2014). Por lo general, las bacterias que presentan una alta tasa de mutación pasan por un 

proceso de presión selectiva (Rodríguez-Rojas et al., 2013). Las mutaciones son 

mantenidas en las bacterias por alteraciones de los genes del sistema de reparación por 

error (Krebs, Goldstein, y Kilpatrick, 2014). La proporción de bacterias con mutaciones 

incrementan a través de las generaciones, por lo tanto, aumenta la probabilidad de 

resistencia a los antibióticos (Rodríguez-Rojas et al., 2013). Esto se ha visto incrementado 

por la presión selectiva causada por el abuso de antibióticos en hospitales, comunidades y 

granjas (Lawson, 2008; Laxminarayan et al., 2013). Lo cual se ha vuelto un serio problema 

de salud pública, el mismo que puede agravarse con la aparición de nuevos mecanismos de 

resistencia que alteren los sitios de acción de los antibióticos (Penesyan et al., 2015). Como 

resultado, se da una reducción de tratamientos eficaces, mayor costo de fabricación de 

antibióticos, mayor mortalidad por infecciones comunes y finalmente el advenimiento de 

la era post-antibiótica (Barriere, 2015). 

1.4.2.5. Transferencia horizontal de genes 

La resistencia antibiótica como resultado de la transferencia horizontal de genes 

ocurre mediante tres mecanismos: transformación, conjugación y transducción (Krebs et 

al., 2014). La transformación consiste en tomar ADN del medio ambiente. Este mecanismo 
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confiere resistencia antibiótica mediante una modificación de la proteína blanco que ocurre 

por la formación de un mosaico de genes (Blair et al., 2015; Boerlin y White, 2013). El 

segundo mecanismo, la conjugación, juega un papel fundamental en movilizar los 

determinantes de resistencia entre las bacterias (Finley et al., 2013) mediante la formación 

de un pili por donde pasarán los elementos genéticos móviles y plásmidos (Krebs et al., 

2014). Los plásmidos llevan los genes de resistencia presentes en su genoma o en 

transposones conjugativos (Snyder, Peters, y Henkin, 2013). La transducción es un 

mecanismo mediado por bacteriófagos, en particular, por aquellos que se insertan dentro 

del genoma. Los fagos lisogénicos incorporan genes de resistencia o virulencia junto con 

su genoma, los mismos que son heredados a las células hijas durante cada replicación 

bacteriana (Krebs et al., 2014). 

2.4.3. Resistencia antimicrobiana en Escherichia coli 

Escherichia coli ha sido uno de los microorganismos que ha desarrollado resistencia 

antibiótica (Lawson, 2008). La especie presenta altas tasas de resistencia, principalmente, a 

los antibióticos de tercera generación como las fluoroquinolonas y cefalosporinas de 

acuerdo al último reporte de la OMS (WHO, 2014). Sin embargo, La resistencia que se 

encuentra en la especie a los antibióticos antes mencionados se debe a mutaciones en 

algunos genes (Iredell et al., 2015) o por la adquisición de elementos móviles (Flannery, 

2011).  

La resistencia intrínseca en Escherichia coli está mediada genéticamente por el locus 

mar del cromosoma bacteriano (Manu et al., 2011). Las mutaciones en el locus marCRAB 

que consiste de cuatro genes, marC, marR, marA y marB (Manu et al., 2011; Scaletsky et 

al., 2010) son importantes para la generar una multirresitencia a los antibióticos como las 
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β-lactamasas, quinolonas, cloranfenicol y tetraciclina. En particular, la mutación en el gen 

marR activa la transcripción del operón marRAB lo que genera resistencia antibiótica. La 

expresión de marA también promueve la resistencia antibiótica (Manu et al., 2011). La 

concentración de la proteína MarA está relacionada con los niveles de expresión de la 

proteína de membrana externa OmpF (Kim y Hooper, 2014; Manu et al., 2011) que 

confiere resistencia mediante la permeabilidad de la membrana.  

En la especie se ha descrito mutaciones en varios genes de importancia. Las 

mutaciones que ocurren en los genes gyrA y parC que codifican a la ADN girasa y la 

topoisomerasa IV, respectivamente (Chellat et al., 2016; Kocsis y Szabó, 2013; Manu et 

al., 2011),  confieren resistencia a las quinolonas (Manu et al., 2011). Mutaciones en el gen 

que codifica el dihydrofolato reductasa puede generar la sobreexpresión de una enzima que 

reduce la afinidad del antibiótico trimetroprim, generando la resistencia en la especie 

(Alekshun y Levy, 2007). Por otro lado, mutaciones en los genes rpo y ampC que 

codifican la proteína rpoB y enzima AmpC, respectivamente (Blair et al., 2015) pueden 

generar reistencia a algunos antibióticos. La proteína rpoB genera resistencia a la 

rifampicina al afectar a su punto blanco (Rodríguez-Verdugo, Gaut, y Tenaillon, 2013); 

mientras que, la enzima AmpC promueve resistencia a cefalosporinas, penicilinas y los 

inhibidores de β-lactamasas (Kocsis y Szabó, 2013).  

Las proteínas de la bomba de eflujo que genera resistencia a quinolonas es codificada 

por genes presentes en plásmidos. Las mutaciones en genes regulatorios genera una 

sobrexpresión de los genes responsables de la expresión de la bomba de eflujo (Naeem et 

al., 2016). En particular, la sobreexpresión de la proteína marA media la multirresistencia 

en la especie al regular la expresión de la bomba de eflujo acrAB-TolC (Kim y Hooper, 

2014; Kocsis y Szabó, 2013) y otras proteínas que promueven la resistencia antibiótica 
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(Alekshun y Levy, 2007). El incremento de MarA genera la sobreexpresión del operón 

acrAB y los genes tolC y micF (Debabov, 2013; Manu et al., 2011). El operón acrAB se 

caracteriza por la presencia del gen acrA que codifican una proteína de fusión (AcrA) 

(Kocsis y Szabó, 2013), el gen acrB, controlado por el represor AcrR (Sun et al., 2014), 

codifica una proteína de bomba de membrana interna (AcrB) y el gen TolC que codifica 

una proteína de membrana externa (TolC), todos conforman la bomba de eflujo (Kocsis y 

Szabó, 2013). 

En Escherichia coli, los elementos móviles como los plásmidos confieren genes de 

resistencia a diferentes antibióticos como a las cefalosporinas de tercera generación, 

penicilinas de espectro extendido (WHO, 2014) o a las quinolonas (Kocsis y Szabó, 2013). 

La resistencia a las cefalosporinas es mediada por la producción de β-lactamasas (Bajaj, 

Singh, y Virdi, 2016). En particular, las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) de 

tipo SHV, TEM y CTX-M (Allocati, Masulli, Alexeyev, y Di Ilio, 2013), Por otro lado, la 

resistencia a las quinolonas es mediada por los determinantes qnr que son transportados 

por plásmidos. La resistencia se genera al reducir la unión a la ADN girasa y 

topoisomerasa IV, reduciendo la unión al sitio blanco del cromosoma (Alekshun y Levy, 

2007; Naeem et al., 2016). Esta resistencia se da cuando las bacterias que tienen los 

determinantes qnr sobreviven a bajas concentraciones de fluoroquinolonas (Alekshun y 

Levy, 2007). Otro gen asociado con la resistencia a quinolonas es el que codifica a la 

proteína acetiltransferasa aminoglucosido, enzima que promueve acilación (Naeem et al., 

2016).  

Finalmente, en la especie se ha mencionado la resistencia a la cefamicina y 

carbapenémicos mediada por las enzimas AmpC-β-lactamasas y carbapenemasas, 
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respectivamente (Bajajet al., 2016). Entre las carbapenemasas presentes en la especie se 

reporta a las de tipo KPC y OXA-48, principalmente (Kocsis y Szabó, 2013). 

2.4.3.1. Resistencia antimicrobiana en Escherichia coli enteropatógena 

Los diferentes patotipos de Escherichia coli se han vuelto multirresistentes debido al 

abuso de antibióticos para tratar diferentes tipos de infecciones (Garcia et al., 2011; 

Heidary et al., 2014; Kandakai-Olukemi et al., 2009; Ochoa et al., 2009). Este grupo de 

bacterias presenta una alta resistencia a diferentes antibióticos como ampicilina (Garcia et 

al., 2011; Heidary et al., 2014; Ochoa et al., 2009), cotrimoxazol, ácido nalidíxico (Ochoa 

et al., 2009), tetraciclina (Garcia et al., 2011; Heidary et al., 2014; Mosquito et al., 2012; 

Ochoa et al., 2009) y trimethoprim/sulfametoxazol (Garcia et al., 2011; Mosquito et al., 

2012). En particular, ECEP presenta una resistencia a varios antibióticos como ampicilina, 

cloranfenicol, estreptomicina, sulfamidas y tetraciclina (Kandakai-Olukemi et al., 2009; 

Mitra et al., 2011).  

Los mecanismos de resistencia de ECEP han sido adquiridos por mutaciones 

(Scaletsky et al., 2010) y por transferencia de material genético (Sundqvist, 2014). La 

resistencia adquirida es mediada por plásmidos que contienen transposones que codifican 

genes de resistencia (Sundqvist, 2014), especialmente, en tECEP (Scaletsky  et al., 2010). 

Algunos transposones en conjunto con los integrones pueden conferir multirresistencia 

(Sundqvist, 2014) o resistencia a un antibiótico en particular como el Tn3, Tn5 y Tn10 

provee de resistencia a β-lactámicos, kanamicina y tetraciclinas, respectivamente (Manu et 

al., 2011). Entre los genes de mayor prevalencia en ECEP se encuentran blaTEM, blaSHV, 

blaCTX-M, que confieren resistencia a β-lactámicos, dfrA1 y sul2 que median la resistencia 
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para sulfamidas, tetA otorga resistencia a tetraciclinas y el gen cat que concede resistencia 

a cloranfenicol (Mosquito et al., 2012).  

2.5. Bacteriófagos 

Los bacteriófagos o fagos son virus constituidos ya sea por ADN o ARN que pueden 

ser de doble o simple cadena (Krebs et al., 2014). Una característica particular es que 

poseen la capacidad de infectar exclusivamente bacterias de una forma especie-específica 

(Kutter, Gvasalia, Alavidze, y Brewster, 2013) debido a que reconocen receptores 

definidos de la membrana externa (Orlova, 2012), por lo tanto no afectan a células 

eucariotas (Kutter et al., 2013). Los fagos son considerados como las entidades vivas más 

abundantes del planeta (Orlova, 2012; Shors, 2009; Snyder et al., 2013) con una 

estimación de alrededor de 1x1031 (Shors, 2009; Snyder et al., 2013). Motivo por el cual se 

los encuentra en todos los ambientes y están relacionados directamente con el número de 

bacterias presentes (Orlova, 2012), sin embargo, su principal hábitat son los focos de 

contaminación (Ackermann, 2006).  

Por lo general, los fagos se caracterizan por tener una cubierta de proteínas que se 

denomina cápside y una cola (Snyder et al., 2013). La cápside está constituida por 

proteínas de envoltura o estructurales, cuya función primordial es resguardar al material 

genético del fago (Shors, 2009). Por otro lado, la cola de los fagos puede presentar 

estructuras diferentes constituidas por varias proteínas estructurales, cuya función principal 

es mediar la unión entre el fago y la bacteria para transferir su material genético (Snyder et 

al., 2013).    
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2.5.1. Taxonomía de bacteriófagos 

De acuerdo a la clasificación del Comité Internacional de Taxonomía de los Virus 

(ICTV), los fagos pertenecen a un orden constituido de tres familias, nueve subfamilias y 

99 géneros (ICTV, 2015). Actualmente, las propiedades que poseen los bacteriófagos 

permiten su clasificación por el tipo de ácido nucleico, la morfología y la simetría 

(Ackermann, 2006), variedad de hospederos y su ciclo de vida (Orlova, 2012).   

Dependiendo del tipo de material genético, los bacteriófagos pueden ser fagos de 

ADN de doble y simple cadena (ADNdc y ADNsc) y de ARN de doble y simple cadena 

(ARNdc y ARNsc). Por ejemplo, las familias Microviridae e Inoviridae se caracterizan por 

tener ADNsc, mientras que, las familias Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae, 

Corticoviridae, Fuselloviridae, Tectiviridae, Plasmaviridae, Lipothrixviridae y 

Rudiviridae están constituidos por ADNdc. Por otro lado, los fagos de ARNdc y ARNsc 

pertenecen a las familias Leviviridae y Cystoviridae, respectivamente (Ackermann, 2006; 

Ackermann, 2012; Orlova, 2012).  

Conforme a la morfología, los fagos se clasifican como binarios o con cola, cúbicos, 

helicoidales y pleomórficos (Ackermann, 2006). Los fagos que contienen cola pertenecen 

al orden Caudovirales, los fagos cúbicos corresponden a las familias Microviridae, 

Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae y Cystoviridae, los fagos helicoidales están 

agrupados en las familias Inoviridae, Lipothrixviridae y Rudiviridae, los fagos 

pleomórficos se encuentran en las familias Plasmaviridae y Fuselloviridae (Ackermann, 

2012). 

En cuanto al ciclo de vida los fagos se clasifican en dos grupos principales, líticos y 

lisogénicos (Krebs et al., 2014; Orlova, 2012; Snyder et al., 2013). Los fagos líticos o 
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virulentos son aquellos que causan infección lítica con posterior muerte celular; mientras 

que, los fagos lisogénicos o temperados producen una infección lisogénica, integración de 

su genoma en el cromosoma de la bacteria (Orlova, 2012; Shors, 2009).  

2.5.1.1. Familia Myoviridae  

Los fagos de la familia Myoviridae pertenecen al orden Caudovirales, los cuales 

representan el 25% de los bacteriófagos identificados con cola (Ackermann, 2012; Orlova, 

2012; Shors, 2009; Snyder et al., 2013). Esta familia se caracteriza por tener una simetría 

binaria (Ackermann, 2006), poseer ADN lineal de doble cadena (Snyder et al., 2013), una 

cápside, una cola contráctil de tamaño medio y un cuello que une la cápside con la cola 

(Ackermann, 2012; Fokine y Rossmann, 2014; Orlova, 2012). La cola es ensamblada 

mediante el apilamiento de docenas de anillos de la proteína mayor de la cola (MTP, por 

sus siglas en inglés); mientras que, la cápside está formada por pocas copias de la proteína 

Tape Measure Protein (TMP) y el cuello que une la cola y la cápside está compuesto por 

proteínas YqbG (Fokine y Rossmann, 2014). La familia Myoviridae utiliza proteínas y/o 

polisacáridos de la pared celular bacteriana como receptores (Jamal et al., 2015). Esta 

familia de fagos por su naturaleza de ADNdc codifica holinas y lisinas para romper las 

células hospederas (Xu et al., 2015). Las holinas son proteínas de membrana que controlan 

la actividad de las endolisinas del fago para degradar la pared celular hospedera e iniciar la 

cascada de lisis (Krebs et al., 2014). Las lisinas tienen dos funciones: i) inhibir la síntesis 

de péptidoglicano e ii) hidrolizar el peptidoglicano con la ayuda de las holinas. Las lisinas 

se acumulan en el citosol durante la última etapa del ciclo lítico, hidrolizan el 

peptidoglicano de la pared celular para permitir la dispersión de la progenie viral (Fenton, 

Ross, McAuliffe, O’Mahony, y Coffey, 2010). Dentro de la familia se encuentra los fagos 
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φ92 y φKZ (Fokine y Rossmann, 2014), T4, P1, P2, Mu, SPO1 (Snyder et al., 2013), entre 

otros. 

2.5.2. Mecanismos de acción de los bacteriófagos 

Los fagos poseen dos ciclos replicativos, lítico y lisogénico (Gill y Hyman, 2010; 

Kutter et al., 2013). Los dos ciclos replicativos actúan mediante el reconocimiento de los 

receptores específicos presentes en la membrana externa de la bacteria e inyectan su 

material genético dentro de la célula hospedera (Lewin, 2008). En el interior de la célula, 

el fago puede entrar a ciclo lítico o lisogénico (Krebs et al., 2014). El ciclo lítico lo llevan a 

cabo los fagos virulentos que manipulan la maquinaria celular bacteriana para su 

replicación (Krebs et al., 2014; Segundo et al., 2010; Snyder et al., 2013). Por lo general, el 

resultado casi siempre es la destrucción o lisis de la bacteria, aunque todo depende de las 

condiciones de infección, genotipo del fago y de la bacteria (Madigan et al., 2009).  

El primer ciclo replicativo es el de importancia en fagoterapia (Gill y Hyman, 2010). 

Esto es porque la resistencia antibiótica que tenga la bacteria no influye en la actividad 

lítica del fago (Orlova, 2012). El proceso para que un fago realice lisis bacteriana está 

sujeto a una cascada de reacciones (Krebs et al., 2014; Lewin, 2008). El ciclo lítico ocurre 

en tres fases: i) la transcripción de los genes tempranos, ii) transcripción de los genes que 

codifican para las enzimas necesarias para la replicación y iii) transcripción de genes 

estructurales y de lisis (Krebs et al., 2014). En la primera etapa se da la transcripción de los 

genes inmediatamente tempranos, N y cro, mediada por la ARN polimerasa del 

hospedador. El gen N codifica un factor antiterminador y actúa en los sitios nut para que la 

transcripción prosiga hacia los genes tempranos retrasados. Por otro lado, el gen cro tiene 

una doble función: i) codifica un represor que impide la expresión del gen cl necesaria para 
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que el fago entre en fase lisogénica e ii) inactiva la expresión de los genes tempranos 

inmediatos. La proteína cro es fundamental en el ciclo lítico en conjunto con la proteína 

reguladora pN. Esta proteína permite que la transcripción continúe hacia los genes 

retrasados, involucrados en la replicación. Finalmente, el gen regulador Q codifica el factor 

antiterminador que permite a la ARN polimerasa continúe transcribiendo los genes tardíos, 

S y R, mediada por el factor pQ (Krebs et al., 2014; Lewin, 2008; Shors, 2009; Snyder et 

al., 2013). La proteína S realiza el poro de la membrana celular; mientras que, la proteína 

R es una endolisina que destruye el peptidoglicano de la pared celular (Snyder et al., 

2013).  

El segundo ciclo, el lisogénico, no es de utilidad en fagoterapia (Kutter et al., 2013; 

Gill y Hyman, 2010). Esto es porque los fagos lisogénicos integran su genoma dentro de 

una región específica en el cromosoma del hospedero, el cual se replicará junto al genoma 

bacteriano, transmitiéndose a la progenie (Orlova, 2012). Por otro lado, el fago lisogénico 

puede conferir características de virulencia (Orlova, 2012; Shors, 2009) o de resistencia 

(Shors, 2009), los mismos que se transmitirán a las nuevas generaciones. 

2.5.3. Caracterización de los bacteriófagos 

La infección del fago es evaluada usando una capa de agar y un cultivo bacteriano 

que permita la difusión de la progenie viral (Gill y Hyman, 2010), como consecuencia se 

forma la placa. La placa es la parte circular que se da como resultado de la lisis celular y la 

liberación de partículas virales (Shors, 2009). Por otro lado, la microscopía de transmisión 

electrónica es hoy en día una de las técnicas más empleadas para la identificación 

morfológica de bacteriófagos (Ackermann, 2012). En conjunto, la caracterización de los 

fagos se completa con análisis moleculares como la digestión enzimática y la 
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secuenciación para conocer la naturaleza genómica del fago (Gill y Hyman, 2010, Kutter et 

al., 2013). Además, varios ensayos como la electroforesis en gel de poliacrilamida con 

sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE por sus siglas en inglés) permiten conocer más a fondo 

la estructura proteica del fago (Boulanger, 2009). Una vez que se caracteriza al fago, 

existen diferentes técnicas para determinar la estabilidad de los fagos en distintas 

condiciones de pH, temperatura (Gutiérrez, Martínez, Rodríguez, y García, 2010; Jamal et 

al., 2015) y oxígeno (Kutter et al., 2011). Cuando se ha determinado la estabilidad del 

fago, el siguiente paso es establecer ensayos in vitro e in vivo para determinar su posible 

uso en fagoterapia (Gill y Hyman, 2010; Kutter et al., 2013) por la capacidad que tenga el 

fago de reducir poblaciones bacterianas (Bardina, Spricigo, Cortés, y Llagostera, 2012; 

Budiarti et al., 2011; Gutiérrez et al., 2010). 

2.5.4. Fagoterapia 

La fagoterapia es la aplicación de bacteriófagos para el tratamiento de infecciones 

(Gill y Hyman, 2010). Esta terapia alternativa ha sido estudiada desde los años 30 en 

países de la Unión Soviética, en particular, el Instituto Eliava ha llevado a cabo varios 

estudios en Georgia (Kutter et al., 2013). Actualmente, la fagoterapia es uno de los 

principales métodos que se están analizando por las farmacéuticas como principales armas 

de combate contra bacterias multirresistentes (Reardon, 2014). La fagoterapia es uno de los 

mecanismos bactericidas que consiste en el uso de bacteriófagos o fagos para combatir la 

proliferación de bacterias o atenuar su infectividad (Gill y Hyman, 2010; Kutter et al., 

2013).  

Para la selección de los bacteriófagos como una terapia antimicrobiana, en particular, 

se necesita considerar varios aspectos. Entre los aspectos que se toma en consideración 
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están la naturaleza del bacteriófago, el rango de hospederos y la producción de toxinas, 

entre otros (Gill y Hyman, 2010). Otros factores de consideración para la fagoterapia son 

las interacciones farmacocinéticas y farmacodinámicas del fago en el organismo receptor, 

así como, la toxicología y posología (Lu y Koeris, 2011). Todos estos factores deberán ser 

evaluados mediante ensayos clínicos que se rigen a normas internacionales estandarizadas 

para la aprobación de medicamentos (Chan et al., 2013).  

En general se han desarrollado experimentos relacionados con el uso de la 

fagoterapia contra patógenos gastrointestinales tanto de animales como de humanos. En 

animales, esta terapia ha sido probada en aves de corral contra Campylobacter jejuni, 

responsable de infecciones gastrointestinales; como resultado, a determinadas dosis de 

bacteriófagos, se redujo la población bacteriana (Kittler, Fischer, Abdulmawjood, Glünder, 

y Klein, 2014). Otros estudios indican el uso de bacteriófagos en diferentes especies del 

género Salmonella, como Salmonella spp., S. enterica, S. typhimurium, responsables de 

graves infecciones gastrointestinales (Atterbury et al., 2007; Bardina et al., 2012; 

Capparelli et al., 2010; Hooton, Atterbury, y Conneton, 2011; Moreira, Santos, Meireles, 

Dantas, y de Oliveira, 2013). En Salmonella spp., se usó la terapia para eliminar o 

mantener sus niveles inocuos en aves de corral. De acuerdo al estudio, la selección del 

fago, tiempo de exposición y el método de dosificación de los mismos son los principales 

factores para que exista un apropiado control de los patógenos  (Moreira et al., 2013).  

Hoy en día existen en el mercado preparaciones de bacteriófagos para tratar 

diferentes tipos de infecciones como las purulentas, respiratorias, auditivas, urinarias y 

gastrointestinales, entre otras (Abedon et al., 2011). Las preparaciones están compuestas 

por fagos que infectan a bacterias multirresistentes, principalmente, de los géneros 

Streptococcus, Proteus, Pseudomonas o Escherichia (Kutter et al., 2013). Además del 
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potencial biomédico de los bacteriófagos, también existen diversos estudios que 

mencionan a los fagos como un mecanismo para evitar el abuso de antibióticos. Varios 

estudios sugieren el biocontrol de bacterias mediante el uso de la fagoterapia (Atterbury et 

al., 2007; Goodridge y Bisha, 2011; Janež y Loc-Carrillo, 2013; Lomelí-Ortega y 

Martínez-Díaz, 2014). Los fagos han sido usados contra varias bacterias como Listeria 

monocytogenes y ECEH, bacterias patógenas de importancia para la industria ganadera y 

de alimentos procesados (Goodridge y Bisha, 2011) y Vibrio parahaemolyticus en la 

industria camaronera (Lomelí-Ortega y Martínez-Díaz, 2014). Por otro lado, los fagos 

también han sido usados para el biocontrol de bacterias zoonóticas como Campylobacter 

spp. (Janež y Loc-Carrillo, 2013) y Salmonella spp. (Atterbury et al., 2007). Organismos 

de certificación de medicamentos como la Food and Drug Administration (FDA) ya han 

aprobado una solución de bacteriófagos que se usa para el biocontrol de Listeria 

monocytogenes en productos cárnicos listos para el consumo y producción de aves de 

corral (Goodridge y Bisha, 2011). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente estudio formó parte del proyecto “Bacteriófagos como alternativa 

antibiótica”, código L13298. El proyecto fue financiado por la Pontificia Universidad 

Católica del Ecuador (PUCE). 

3.1. Tipo de estudio 

El estudio fue de tipo exploratorio, descriptivo y experimental. La investigación fue 

exploratoria debido a que se buscó y se obtuvo un bacteriófago candidato para la 

fagoterapia a partir de una matriz en donde no se ha reportado su presencia. Después, el 

estudio pasó a ser descriptivo porque se caracterizó tanto fenotípica como genotípicamente 

al bacteriófago 5Q18. Una vez que se encontró al fago con las características para ser 

usado en fagoterapia, el estudio pasó a ser experimental porque se evaluó la capacidad 

lítica del bacteriófago 5Q18 contra la cepa ECEP 14 para lo cual se realizó un ensayo in 

vitro con dos tratamientos. 

3.2. Procedencia de las muestras  

3.2.1. Muestras de aguas residuales 

Las muestras utilizadas en el presente estudio fueron proporcionadas por Esteban 

Fernández. Para lo cual, los fagos fueron colectados de acuerdo a las especificaciones de 

Gill y Hyman (2010) que recomienda que sean aislados de muestras en donde se presume 

se encuentra el hospedero a estudiar. Partiendo de esta premisa, las muestras fueron 

recolectadas del río Machángara en el sur de Quito. Este río se caracteriza por tener altos 

niveles de contaminación, valores altos de pH y bajo potencial de óxido reducción. 

Además, el río presenta una subsecuente acumulación de materia orgánica, llegando a 
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niveles semi eutróficos (Reinoso, 2015). Por todas estas características, el río constituye un 

ambiente ideal para la proliferación de fagos, por tal motivo se colectó las muestras en el 

mencionado río. Las muestras de agua fueron procesadas en el Laboratorio de Diagnóstico 

Molecular y Citogenética (Lab 011) de la Escuela de Bioanálisis de la PUCE. 

3.2.2. Aislados de Escherichia coli enteropatógena 

Para el estudio se trabajó con nueve aislados de Escherichia coli procedentes de 

brotes epidémicos en el Ecuador. Los aislados fueron proporcionados por Gabriel Trueba 

de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ). Para la identificación de los patotipos 

de E. coli se amplificaron ocho genes de virulencia, Sta, Elt, Eae, DaaC, Vt1, Vt2, Agg e 

Ipa-H mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) de 

tipo múltiple. La amplificación fue realizada por Fernando Villavicencio en el INSPI.  

3.3. Aislamiento y perfil de resistencia de Escherichia coli enteropatógena 

Los aislados de ECEP fueron reactivados en medio líquido de enriquecimiento 

(LEM, por sus siglas en inglés) al 1,5%. Una vez que se tuvo un crecimiento en medio 

líquido se sembró en agar MacConkey, medio selectivo y diferencial, con el fin de obtener 

por un lado colonias puras para realizar el perfil de resistencia y por otro conseguir un 

cultivo puro en fase exponencial.  

En el Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos se realizó el perfil de resistencia 

antibiótica de la bacteria mediante el ensayo de difusión en disco de acuerdo a los 

lineamientos dictados por Kirby-Bauer y el manual de Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2015). Para la prueba de sensibilidad se usaron los parámetros de calidad 

establecidos por el CLSI. Finalmente, para la prueba de sensibilidad se incluyó cinco 
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discos de antibióticos, ampicilina, nitrofurantoína, trimethoprim/sulfametoxazol, 

ciprofloxacina y levofloxacina.  

Para la obtención del cultivo de ECEP en fase exponencial se realizaron 

inoculaciones de colonias puras de la bacteria en medio LEM y se incubó a 37°C por 90 

minutos o hasta obtener una absorbancia o densidad óptica (DO) igual a 0,6 a 600 nm. El 

cultivo fue utilizado inmediatamente para el aislamiento y titulación del bacteriófago. 

3.4. Actividad lítica del bacteriófago 

El aislamiento del fago se efectuó siguiendo el protocolo y los parámetros dispuestos 

por Gill y Hyman (2010). Primero se preparó el medio Deca-Strength-Phage Broth 

(DSPB) que contenía 100 g de peptona, 50 g de extracto de levadura y 80 g de fosfato de 

potasio aforado a 1 000 ml con agua destilada, el mismo que fue autoclavado. Por otro 

lado, para el aislamiento del fago se filtró 100 ml de las muestras de agua para lo cual se 

utilizó un filtro con poro de 0,2 µm de diámetro. 

Para el enriquecimiento del fago se colocó 18 ml de agua residual filtrada y 2 ml de 

cultivo de ECEP en fase exponencial en 2 ml de medio DSPB. La mezcla fue incubada a 

37oC por 30 minutos. Para el ensayo se incluyeron controles positivos y negativos. Como 

control positivo se usó una solución de medio DSPB con un bacteriófago conocido (5Q5) 

en una concentración estimada de 109 Unidades Formadoras de Placa (UFP)/ml y 2 ml de 

cultivo de ECEP en fase exponencial. Como control negativo se usó agua destilada con 

medio DSPB y 2 ml de cultivo de ECEP en fase exponencial. Posteriormente se midió la 

absorbancia o DO a 600 nm de cada muestras y de los controles para lo cual se usó el 

espectrofotómetro SmartSpec Plus Spectrophotometer™ de Bio-Rad©. Una vez medida la 

primera absorbancia, las muestras fueron incubadas para medir sus absorbancias en 
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intervalos de 60 minutos las cinco primeras mediciones y después cada 30 minutos hasta 

llegar a los 300 minutos. Las mediciones tomadas de cada absorbancia en cada intervalo 

fueron usadas para la realización de curva de crecimiento microbiano.  

El fago lítico fue escogido por la capacidad que presentó para infectar a ECEP con 

fenotipo de multirresistencia. El potencial de infectividad fue evaluado mediante la 

comparación de las curvas de crecimiento microbiano de las muestras con los controles. 

Las muestras que resultaron positivas para la presencia de bacteriófagos se centrifugaron a 

3 500 rpm por 10 min, se separó el sobrenadante y se conservó en refrigeración a -4°C para 

su posterior uso en la titulación. 

3.5.  Titulación del bacteriófago 

La titulación del bacteriófago se basó en el protocolo descrito por Moreira et al. 

(2013) que se detalla a continuación. Como primer paso se realizó diluciones seriadas 

hasta la dilución 10-9 de los bacteriófagos en medio líquido LEM. Del sobrenadante de la 

muestra positiva para bacteriófagos del paso 3.4 se tomó 1 ml y se mezcló con 9 ml de 

medio LEM para realizar la primera dilución (10-1). De la dilución 10-1 se tomó 1 ml y se 

colocó 9 ml de medio LEM para realizar la segunda dilución (10-2) y así sucesivamente 

hasta llegar a la dilución 10-9. A cada dilución se colocó 300 µl de un cultivo de ECEP en 

fase exponencial del paso 3.3 para realizar la confrontación. Cada mezcla se la incubó por 

30 minutos a una temperatura de 37°C. Finalmente se realizó el ensayo de doble agar para 

la obtención de UFP de los bacteriófagos, para lo cual se sembró la mezcla en medio LEM 

0,7% a 45°C con la posterior siembra sobre el medio sólido LEM 1,5 % y se lo dejó 

solidificar para incubarlo a 37°C por 6 horas.   
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3.6. Purificación de ADN del bacteriófago 

La purificación del ADN de los bacteriófagos es un paso de vital importancia debido 

a que permitió eliminar principales contaminantes como los polianiones (ácidos nucleicos 

bacterianos, exonucleasas y endonucleasas). En el presente estudio se realizó una 

purificación de ADN que consistió de dos fases.  

En la primera fase de purificación se basó en los estudios desarrollados por Atterbury 

et al. (2007), Bardina et al. (2012) y Moreira et al. (2013) con ligeras modificaciones que 

se detalla a continuación. En la primera fase se obtuvo el bacteriófago directamente de una 

placa de lisis. Para lo cual se tomó una porción del agar con la ayuda de puntas estériles, el 

mismo que fue resuspendido en 1 ml de buffer SM en un tubo Axygen® de 10 ml y se dejó 

en refrigeración a 4°C durante toda la noche. Posteriormente se mezcló 100 µl de la 

resuspensión que contenía el bacteriófago de interés con 300 µl de un cultivo de ECEP 14 

en fase exponencial en un tubo Axygen® de 50 ml y se incubó por 30 minutos a 37°C para 

que los bacteriófagos se propaguen en la bacteria. Después de la primera incubación se 

agregó 10 ml de top agarosa al 0,7% y se incubó nuevamente por 6 horas a 37°C. A 

continuación se añadió 10 ml de buffer SM con gelatina al 0,01% y se refrigeró a 4°C toda 

la noche para precipitar al bacteriófago. Una vez precipitado el bacteriófago se tomó 

aproximadamente 5 ml del sobrenadante y se aforó hasta 10 ml con buffer SM. Para inhibir 

la actividad bacteriana se añadió 100 µl de cloroformo a la mezcla y se centrifugó a 3 500 

rpm por 30 minutos a una temperatura de 4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo 

Axygen® de 15 ml al mismo que se añadió 50 µl de azul de bromofenol al 0,1% y 5 ml de 

Di-etil-amino-etil (DEAE) Sepharosa al 50% en buffer SM. La sepharosa es una matriz 

que retiene impurezas de la lisis bacteriana. El contenido se mezcló por inversión durante 

10 minutos y se prosiguió con una centrifugación de 3 500 rpm por 5 minutos a 
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temperatura ambiente. Para desestabilizar la cubierta proteica de los fagos se añadió 10 g 

de tiocianato de guanidina en el caso de obtener 12,5 ml de sobrenadante. 

 En la segunda fase se usó el sistema de purificación de ADN Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System de ©Promega. El kit permite la eliminación de contaminantes como 

fosfatasas, quinasas, exonucleasas, endonucleasas, sales y mononucleótidos mediante el 

uso de una resina que liga 20 µg de ADN por cada mililitro y filtros que funcionan con un 

sistema al vacío o con émbolos para retener los contaminantes. En un microtubo de 1,5 ml 

se colocó  el sobrenadante obtenido previamente y se siguió con el protocolo determinado 

para la purificación de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Promega, 2010; ver 

anexo 1). 

Una vez que se obtuvo el ADN purificado de los bacteriófagos se estimó la 

concentración y calidad del ADN mediante espectrofotometría utilizando el Nanodrop® 

2000 y fluorometría con el Qubit dsDNA HS®. El Nanodrop® fue usado para evaluar la 

cantidad de contaminantes en el ADN; mientras que, el Qubit® se usó para calcular la 

concentración del ADN de los bacteriófagos debido a su mayor especificidad. Las 

muestras para la medición en el fluorómetro se prepararon de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante (ThermoFisher Scientifics, 2015; ver anexo 2). 

3.7. Caracterización fenotípica 

La caracterización fenotípica de los bacteriófagos fue realizada por microscopía de 

transmisión electrónica (TEM, por sus siglas en inglés). El procedimiento fue efectuado 

por el Centro de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ingeniería en Biotecnología de 

la Escuela Politécnica Superior del Ejército (ESPE). Para lo cual, la muestra fue teñida de 

forma negativa con uranil acetato al 2% (Bardina et al., 2012). La identificación a nivel de 
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familia de los bacteriófagos fue realizada en base a la morfología tomando en 

consideración la forma de la cápside y, en particular, la forma y tamaño de la cola. Para 

determinar la familia del fago, las fotografías enviadas por la ESPE fueron comparadas con 

imágenes disponibles en el libro Advances in virus research (Ackermann, 2012). 

3.8. Caracterización genética 

Para la caracterización genética del fago lítico se realizó una digestión enzimática 

utilizando la enzima de restricción XbaI. El patrón de bandeo determina la naturaleza del 

fago, ADN de doble o simple cadena. Las condiciones de reacción dependieron de las 

especificaciones del fabricante (Promega, 2011). El volumen final de reacción fue igual a 

30 µl en la que se colocó 12 µl del ADN del bacteriófago purificado a una concentración 

de 30 µg/ml, 1 µl de enzima (10 U/µl), 2 µl de Buffer (10X) y 0,2 µl de Bovine Serum 

Antigen (BSA, 10 μg/µl) y 14,8 µl de agua grado molecular. La reacción de digestión fue 

incubada por 3 horas a 37°C. Los fragmentos de restricción generados migraron en gel de 

agarosa al 0,7% que fue teñido con GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain 10 000X-Lonza y 

visualizado mediante UV en el equipo ChemiDoc MP® de Bio-Rad©. Como control se usó 

el plásmido pBluescriptR. 

3.9. Ensayo de actividad 

Para el ensayo de actividad lítica del bacteriófago se realizó dos tratamientos con tres 

repeticiones, para lo cual se usó trozos de salchicha de 1 cm2 de superficie. Los 

tratamientos consistieron en: i) salchicha fresca contaminada con 300 µl de un cultivo 

ECEP 14 (DO=0,6) y ii) salchicha contaminada con 300 µl de un cultivo de ECEP 14 

(DO=0,6) y 100 µl de una solución del bacteriófago 5Q18 (109 UFP/ml). Para los 

tratamientos se usaron dos controles, positivo y negativo. El control positivo consistió en el 
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tratamiento del trozo de salchicha con 300 µl de un cultivo de ECEP 14 (DO=0,6) y 100 µl 

de ácido láctico al 2%, preservante de la industria alimenticia, y el control negativo fue un 

trozo de salchicha inoculado con 400 µl de agua residual del río Machángara. Los 

tratamientos fueron incubados por 90 minutos a 37°C. Posteriormente se realizó un 

enjuague de todos los tratamientos y se les añadió medio líquido LEM para realizar 

diluciones desde 10-1 hasta 10-6. Finalmente se efectuó una siembra en agar MacConkey 

para determinar el crecimiento de la cepa ECEP 14 a la mayor dilución y se incubó a 35°C 

por 90 minutos (Bielke et al., 2007).  

Las diferencias estadísticas entre los tratamientos fueron analizadas con el Análisis 

de Variancia (ANOVA) de un factor y la desviación estándar. Para la comparación de las 

medias de los diferentes grupos se realizó la prueba de pos hoc de Tukey. La significancia 

estadística fue evaluada con el valor de p < 0,05. Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados en el programa IBM SPSS Statistics v23 (IBM Corp., 2015). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Aislamiento y tipificación de Escherichia coli enteropatógena 

De los nueve aislados, tres resultaron ser positivos para el gen eae. Las tres cepas de 

ECEP presentaron algún tipo de resistencia antibiótica, de las cuales la cepa 14 fue 

resistente para todos los antibióticos utilizados (Tabla 1). 

Tabla 1. Patrón de resistencia antibiótica de los aislados clínicos de Escherichia coli 

enteropatógena. En la tabla se muestra los antibióticos utilizados y las cepas 

enteropatógenas. Acrónimos: ECEP = Escherichia coli enteropatógena, R = resistente, I = 

intermedio, S = sensible. Fuente: Instituto Nacional de Salud Pública e Investigación 

(INSPI, 2015). 

Disco de antibiótico ECEP 14 ECEP 15 ECEP 21 

Ampicilina R S S 

Ciprofloxacina R S S 

Levofloxacina R S S 

Nitrofurantoína R S S 

Trimethoprim/sulfametoxazol R R R 

 

4.2. Actividad lítica del bacteriófago 5Q18 

El nombre del fago se debe a que fue aislado previamente en el cuadrante 18 cuando 

mostró una gran actividad lítica en el ensayo spot test contra la cepa ECEH 5 así como con 

una cepa comensal. El fago fue identificado y aislado por Esteban Fernández. El fago 

5Q18 mostró una actividad lítica contra tres cepas de ECEP. En particular, una gran 

actividad lítica del fago se observó en las cepas ECEP 15 y 21 (+++); mientras que, una 

actividad lítica media se evidenció en la cepa ECEP 14 (++). Por lo que estos resultados 

demuestran la capacidad del fago de infectar diferentes cepas de ECEP.  
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4.2.1. Perfil de actividad lítica del bacteriófago 5Q18 

La cepa ECEP14 fue escogida para el análisis de la cinética lítica debido a su perfil 

de multirresistencia aunque el fago 5Q18 presentó una actividad lítica media contra la 

mencionada cepa. Como resultado, el bacteriófago 5Q18 interrumpió la fase exponencial 

de crecimiento de la cepa ECEP14 alrededor de los 240 minutos (4 horas) con una 

absorbancia de 0,98 DO (Ver Anexo 3 y Figura 1). La curva de crecimiento de esta cepa 

comparada con el control negativo fue menor y  similar a la del control positivo (Figura 1), 

lo que indicó una lisis de la bacteria por presencia del bacteriófago. 

 

Figura 1. Cinética de lisis del bacteriófago 5Q18 aislado del río Machángara. En la 

figura se muestra la cepa ECEP 14 con el bacteriófago 5Q18 en línea azul, el control 

positivo que fue un bacteriófago conocido (5Q5) con la cepa ECEP 14 en línea roja y el 

control negativo que constituyó la cepa ECEP 14 sin fagos en línea verde. 

 

4.3. Titulación de bacteriófagos 

El ensayo de doble agar permitió estimar una concentración aproximada del 

bacteriófago. Como resultado, en las diluciones 10-1, 10-3, 10-5 y 10-7 no se observó 
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UFP/ml; mientras que, en la dilución 10-9 se reveló un crecimiento positivo del fago con la 

formación de 17 UFP/ml (Figura 2), lo que indica que el fago se encontró a una 

concentración de 17 x 109 UFP/ml.  

 

Figura 2. Formación de placas del bacteriófago 5Q18 mediante ensayo de doble agar. 

En la figura se observa las regiones de lisis causadas por el bacteriófago 5Q18 a la dilución 

10-9 sobre un cultivo de la cepa ECEP 14.  

 

4.4. Purificación de bacteriófagos 

Luego de la eliminación de los polianiones y otros contaminantes que interfieren en 

el análisis molecular se obtuvo una concentración de ADN del bacteriófago de 535,4 ng/µl 

y 9 740 ng/µl mediante espectrofotometría y fluorometría, respectivamente. Además se 

registró a través de espectrofotometría valores de contaminación tanto por ARN (A260/280 

de 2,06) así como de compuestos propios de la purificación (A260/230  0,45).  
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4.5. Caracterización del bacteriófago 

En base a las características morfológicas del bacteriófago 5Q18 se lo clasificó 

dentro de la familia Myoviridae, orden Caudovirales. El bacteriófago presentó una simetría 

binaria, una cápside icosaédrica, una cola mediana contráctil y un cuello que une la cola y 

la cápside (Figura 3). A nivel de morfología, al presentar una cola de tamaño medio se 

puede inferir que el ADN del bacteriófago es de doble cadena. En base a las características 

morfológicas de la familia a la que pertenece el fago se estimó un tamaño aproximado del 

genoma del fago 5Q18 mayor a 20 Kb. Por otro lado, no fue posible caracterizarlo a nivel 

genético porque no se obtuvo un patrón de restricción (Figura 4).  

 

Figura 3. Morfología del bacteriófago 5Q18 aislado del río Machángara. 

Micrografía del fago 5Q18 después de la tinción negativa y la microscopía de 

transmisión electrónica. Las figuras A y B indican el bacteriófago representativo de la 

familia Myoviridae. Escala de barra de 100 nm.      
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Figura 4. Resultado de la digestión enzimática del bacteriófago 5Q18 en gel de 

agarosa al 0,7%. La figura indica que no hubo digestión enzimática. En el pocillo 1 se 

encuentra el marcador de peso molecular de 1Kb plus de Invitrogen, en el pocillo 2 y 3 

se colocó el bacteriófago 5Q18 y el plásmido pBluescriptR digeridos con la enzima 

XbaI, respectivamente. 

 

4.6. Ensayo de actividad in vitro del fago frente a  Escherichia coli enteropatógena  

Como resultado de la actividad lítica in vitro, la cepa ECEP 14 mostró una 

disminución en el crecimiento debido a la presencia del bacteriófago 5Q18, tratamiento 1. 

De acuerdo a los análisis estadísticos, los tratamientos mostraron diferencias altamente 

significativas (p < 0,05) (Tabla 2). De acuerdo a la prueba de pos hoc de Tukey, los grupos 

fueron agrupados en tres subcategorías, i) una conformada por el tratamiento 1 y control 

positivo, ii) constituida solo por el control negativo y iii) en donde se encuentra solo el 

tratamiento 2 (Tabla 3). En la figura 5 se observa que no hay diferencias en el patrón de 

crecimiento entre el tratamiento 1 y el control positivo, lo cual es soportado con el análisis 

de la prueba de Tukey (Tabla 3). El tratamiento 1 en conjunto con el control positivo 

muestra diferencias tanto con el control negativo y el tratamiento 2, lo cual indica una 
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reducción del crecimiento bacteriano. Esto muestra que el tratamiento 2 no fue efectivo en 

la reducción de bacterias (Figura 5 y Tabla 3). 

 

Figura 5. Crecimiento de UFC/cm2 de cada tratamiento realizado en el ensayo de 

actividad in vitro. En la figura se muestra el tratamiento 1, trozos de salchicha con la 

cepa ECEP 14 y el bacteriófago 5Q18, el tratamiento 2 que consistió en trozos de 

salchicha con ECEP sin bacteriófagos, el control positivo que fue trozos de salchicha 

tratadas con ácido láctico 2% y el control negativo, trozos de salchicha en agua 

contaminada. Las barras de errores indican la desviación estándar. 

 

Tabla 2. Análisis de varianza de un factor del ensayo de actividad lítica in vitro. En 

donde gl corresponde a los grados de libertad. Sig.: significancia estadística. F: 

estadístico F. 

ANOVA de un factor 

 Suma de cuadrados gl Media cuadrática F Sig. 

Entre 

grupos 

5 934 813 891 66,667 3 197 827 129 722,222 612,643 p < 0,05 

Dentro de 

grupos 

2 583 260 000 8 322 907 500   

Total 596 064 649 166,667 11  
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Tabla 3. Prueba pos hoc de Tukey del ensayo de actividad lítica in vitro. En donde 

N: número de tratamientos. Sig.: significancia estadística p < 0,05 

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 

Tratamiento 1 3 33 500   

Control positivo 3 42 733,33   

Control negativo 3  432 666,67  

Tratamiento 2 3   523 666,67 

Significancia  ,920 1,0 1,0 
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5. DISCUSIÓN  

5.1. Aislamiento y caracterización del bacteriófago 5Q18 

En el presente estudio se caracterizó el bacteriófago 5Q18 aislado del río Machángara 

que presentó una actividad lítica contra la cepa ECEP14. El bacteriófago fue aislado de 

focos de contaminación en dónde se depositan aguas servidas provenientes de las casas 

cercanas al mencionado río. En particular, este río se caracteriza por una alta 

contaminación (Reinoso, 2015) que es la fuente más probable para encontrar bacteriófagos 

(Gill y Hyman, 2010). Las aguas servidas se caracterizan por la presencia de una alta 

cantidad de microorganismos, principalmente, por la presencia de desechos domésticos 

(Lamprecht et al., 2014). La existencia de bacteriófagos está relacionada estrechamente 

con la cantidad y presencia de sus bacterias hospederas (Orlova, 2012). En este caso, 

Escherichia coli es una de las principales bacterias presente en los focos de contaminación 

del río debido a que se la encuentra como habitante habitual del intestino de los animales 

(Murray et al., 2014). De ahí que el fago tenga la capacidad de infectar a diferentes cepas 

de la mencionada especie; en particular, a ECEP 14, entre otros patotipos. Estudios 

similares mencionan que los fagos aislados, especialmente, de aguas contaminadas son 

específicos para varias cepas de E. coli (Askora et al., 2015; Beheshti et al., 2015; Bibi, 

Abbas, y Rehman, 2016; Jamal et al., 2015), aunque también algunos estudios reportan el 

aislamiento de fagos de muestras de animales (Chibani-Chennoufi et al., 2004; Niu et al., 

2014; Kulikov et al., 2014), de aguas residuales provenientes de industrias (Quiroz et al., 

2016) así como de agua salada (Ferguson, Roberts, Handy, y Sharma, 20132013). Por lo 

que, los fagos presentan una vasta distribución en la naturaleza, principalmente asociados a 

focos de contaminación microbiana como son las aguas servidas, en las cuales, uno de los 
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principales microorganismos que puede estar presente es E. coli, una de las especies 

hospederas del fago 5Q18.  

El fago 5Q18 por sus características morfológicas pertenece a la familia Myoviridae. 

Esta familia se identifica por su simetría binaria, una cápside grande icosaédrica, una cola 

mediana contráctil y un cuello que une la cola y la cápside (Fokine y Rossman, 2014). 

Varios estudios han reportado que miembros de la familia Myoviridae infectan a la especie 

Escherichia coli (Beheshti et al., 2015; Denou et al., 2009; Ferguson et al., 2013; Jamal et 

al., 2015; Kropinski et al., 2013). En el presente estudio, el fago 5Q18 presentó un amplio 

espectro de actividad lítica para diferentes patotipos de E. coli como ECEP y ECEH (datos 

no mostrados). Resultados similares fueron revelados por Jamal et al. (2015) y Ferguson et 

al. (2013), en donde aislaron bacteriófagos de la misma familia que atacan a ECEP y 

ECEH, respectivamente. Uno de los fagos más reportados es el fago T4 de la familia 

Myoviridae, este fago se caracteriza por tener una alta actividad lítica contra diferentes 

patotipos de E. coli; en particular, su actividad ha sido probada in vitro contra aislados de 

ECEP provenientes de pacientes con diarrea (Denou et al., 2009). Sin embargo, Quiroz et 

al. (2016) mencionan que algunos fagos de la familia Myoviridae aislados a partir de aguas 

residuales provenientes de una industria de procesamiento de aves también pueden infectar 

otras especies como Salmonella. Lo más característico es que los fagos de la familia fueron 

aislados de aguas servidas, similar al fago 5Q18; sin embargo, lo más importante es que  

los fagos son especie-específica. Por lo que, los fagos de la familia Myoviridae son 

específicos y capaces de infectar varias especies bacterianas dependiendo de la fuente de 

contaminación. En este caso el fago 5Q18 fue capaz de infectar a E. coli, en particular, a 

algunos de sus patotipos multirresistentes que al parecer contituyen uno de los patógenos 

más frecuentes en aguas servidas del río Machángara. 
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Los fagos se caracterizan por infectar de forma especie-específica (Kutter et al., 

2013); esto es porque, los fagos pueden reconocer receptores específicos presentes en la 

membrana celular o los flagelos bacterianos (Fokine y Rosman, 2014). La familia 

Myoviridae posee seis fibras en su cola, las cuales interactúan irreversiblemente con los 

lipopolisacáridos (LPS) o porinas (Mahony y van Sinderen, 2012). En particular, el fago 

T4 reconoce a los receptores presentes es el LPS o a la porina OmpC en bacterias Gram 

negativas (Rakuba, Kolomiets, Szwajcer y Novik, 2010). Otro ejemplo es el fago AR1 que 

reconoce los receptores R1, R3 y R4 del lipopolisacárido bacteriano (Liao et al., 2011). Sin 

embargo, miembros de la familia Myoviridae no son los únicos que pueden causar lisis a E. 

coli, varias investigaciones han detectado a miembros de la familia Siphoviridae que 

infectan a diferentes patotipos como ECEH  ECET, ECEI, ECEA (Bourdin et al., 2014), 

ECEP (Bourdin et al., 2014; Tomat et al., 2013) y STEC (Tomat et al., 2013). Por ejemplo, 

el fago SPP1 interactúa irreversiblemente con el receptor proteico YueB mediante los 

Rbp´s de la punta de su cola (Mahony y van Sinderen, 2012). Bacteriófagos de otras 

familias interactúan de forma diferente con la especie, por ejemplo, el fago N4 de la 

familia Podoviridae reconoce el receptor NfrA de la membrana externa de E. coli mediante 

la proteína de su cola, gp65 (McPartland y Rothman-Denes, 2009). Por todo lo 

mencionado, la familia Myoviridae así como otras familias del orden Caudovirales se 

caracterizan por su especificidad en el reconocimiento de receptores celulares de la especie 

E. coli. Por lo que, los receptores que pueda reconocer el fago 5Q18 pueden ser 

específicos, los mismos que se encuentran a nivel de LPS o de las porinas de E. coli, 

afectando a cepas bacterianas que presentan resistencia antibiótica o no y sin importar su 

patrón de virulencia.  
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La mayoría de los miembros de familia a la cual pertenece el fago 5Q18 se 

caracterizan por ser líticos (Fokine y Rossmann, 2014), aspecto de vital importancia para la 

fagoterapia (Gill y Hyman, 2010). Sin embargo, hay que considerar la posibilidad de que el 

fago presente resistencia. De acuerdo a la cinética de lisis, el bacteriófago 5Q18 afectó el 

crecimiento de la cepa ECEP 14, aunque el patrón de lisis varió en los últimos 30 minutos 

en donde se notó un ligero incremento de la población bacteriana. Una posible resistencia 

de Escherichia coli ha sido evidenciada en varios estudios. La reducción del crecimiento 

bacteriano fue reportado a las diez, doce y dieciséis primeras horas en presencia de fagos 

de la familia Myoviridae como MJ1, ST79 y P.E1, respectivamente; después, se dio un 

incremento gradual en la población bacteriana (Jamal et al., 2015, Kulsuwan, 

Wongratanacheewin, Wongratanacheewin, Yordpratum, y Ttawasart, 2014 y Bibi et al., 

2016). Esta fase de declive puede deberse a diferentes factores como el desarrollo de 

resistencia al fago o la naturaleza lisogénica del mismo (Gutiérrez et al., 2010).  

La resistencia bacteriana hacia los fagos puede ser debido a varios factores como la 

variación de los receptores, infección abortiva (Labrie et al., 2010) o la modificación del 

sistema de restricción intracelular (Kulsuwan et al., 2014; Labrie et al., 2010). Algunas 

bacterias pueden modificar o perder los receptores necesarios para la adsorción de los 

fagos, como las proteínas de membrana Omps (Hyman y Abedon, 2010). Por ejemplo, si la 

bacteria pierde la porina OmpC, el fago T4 no puede continuar con la infección lítica 

(Rakuba et al., 2010). En la infección abortiva en cambio, existe una exclusión del 

bacteriófago antes de la maduración del mismo, generándose una muerte tanto en el 

hospedero como en el fago (Hyman y Abedon, 2010; Labrie et al., 2010) pero las bacterias 

que quedan generan resistencia a infecciones futuras, eso explicaría el incremento de la 

población bacteriana. Por otro lado, la resistencia encontrada puede deberse al sistema de 
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repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR, por 

sus siglas en inglés) presente en E. coli (Horvath y Barrangou, 2010; Labrie et al., 2010). 

Autores como Yang, Chen, Huang, Huang, y Tseng (2014) mostraron que un incremento 

en la expresión del ARNm de los genes cas pueden ser los responsables de que la bacteria 

genere una resistencia a la infección del fago. Los genes cas codifican proteínas requeridas 

para la formación del complejo CRISPR en presencia de glucosa. El sistema CRISPR se 

caracteriza por reconocer sitios específicos en donde las nucleasas actúan para degradar 

virus extraños (Horvath y Barrangou, 2010).  

Por otro lado, la naturaleza lisogénica del fago puede interferir en la cinética de lisis 

como lo reporta Gutiérrez et al. (2010), en donde la aplicación de dos fagos temperados no 

condujo a la lisis total de la bacteria, mientras que, un solo fago lítico causó la reducción 

total de microorganismos viables. A diferencia del fago 5Q18, el control positivo exhibe 

un declive total de crecimiento luego de la fase exponencial. Resultados similares fueron 

encontrados por los estudios de Jamal et al., (2015) y Kutter et al. (2011), en donde 

bacteriófagos de la familia Myoviridae interrumpieron el crecimiento bacteriano desde 

principios de la fase exponencial hasta la caída total de crecimiento. Askora et al. (2015) y 

Budiarti et al. (2011), reportaron a los fagos øZE1 y FB4, pertenecientes a la familia 

Siphoviridae con una cinética de lisis similar. Esto indica que el fago 5Q5 muestra un 

patrón de actividad lítica eficiente a diferencia del 5Q18 en dónde puede estar actuando el 

sistema inmune (sistema CRISPR) de la bacteria o su posible naturaleza lisogénica. Por 

todo esto, el estudio de la cinética de lisis permite tener indicios importantes acerca del 

comportamiento de los bacteriófagos, información que es relevante para su uso en 

fagoterapia. 
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El bacteriófago 5Q18 posee un rango de lisis que puede afectar a la flora comensal, 

en particular, Escherichia coli. Esta característica del fago puede dar resultados adversos 

en fagoterapia, ya que como sugiere Gill y Hyman (2010), el rango de hospederos del fago 

debe ser limitado. Un ejemplo es el fago P.E1, el cual puede infectar aislados clínicos de E. 

coli pero no es capaz de infectar otros géneros, por lo que es un candidato predilecto para 

ser usado en fagoterapia (Bibi et al., 2016). Sin embargo, este hallazgo puede resultar de 

vital importancia en el campo de la investigación y la biotecnología, ya que permite la 

replicación de bacteriófagos en cepas comensales. Al replicar al bacteriófago en células 

comensales se evitará los riesgos que implica trabajar con bacterias patógenas a gran 

escala. Sin embargo, Bourdin et al. (2014) hacen hincapié en la necesidad de reevaluar la 

actividad lítica luego de la replicación de progenies virales en huéspedes no patógenos. 

Esto sugiere que el fago 5Q18 puede involucrarse en el biocontrol de patógenos, 

especialmente, en la industria debido a que posee un amplio rango de lisis en diferentes 

cepas de E. coli y puede ser replicado masivamente en cepas comensales.  

 5.2. Protocolo de caracterización del bacteriófago 

La microscopía de transmisión electrónica es una de las herramientas más usadas 

para la caracterización morfológica de bacteriófagos (Ackermann, 2012). Esta técnica 

constituye uno de los primeros pasos para la clasificación de los bacteriófagos, la misma 

que permite inferir sobre la naturaleza del material genético viral (Ackermann, 2012; 

Aprea, D’Angelo, Annunziata, y Migliorati, 2015). Por ejemplo, la morfología de la cola 

da información sobre si el material genético es de ADN o ARN. Los fagos con cola se 

caracterizan por tener ADN de doble cadena; mientras que, los que carecen de cola poseen 

un material genético de ARN o ADN de simple cadena (Aprea et al., 2015). En varios 

estudios, la técnica ha sido usada mediante la tinción negativa con uranil acetato 2%, 
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tinción que se caracteriza por su simpleza y rápida preparación de la muestra (Ackermann, 

2012). Todos esos estudios utilizaron la técnica para inferir la familia del fago debido a las 

características morfológicas (Bardina et al., 2012; Budiarti et al., 2011; Gutiérrez et al., 

2010; Jamal et al., 2015; Kutter et al., 2011). Por tanto, esta técnica es una herramienta 

muy importante en la caracterización de los fagos y lo más importante, está disponible en 

el país. Gracias a esta técnica se pudo determinar que el fago pertenece a la familia 

Myoviridae y que su ADN es de doble cadena por la presencia de una cápside icosaédrica, 

cola mediana contráctil y un cuello que une la cápside con la cola.  

La pureza de los bacteriófagos recae sobre la aplicación futura que se pretende dar al 

fago (Kutter et al., 2013). En el caso de la fagoterapia, Gill y Hyman (2010) explican que 

necesariamente el fago debe ser purificado ya que será usado posteriormente en parches 

intradérmicos, soluciones orales o inyectables. En el presente estudio, el protocolo 

utilizado para la purificación del fago permitió obtener ADN del bacteriófago, aunque se 

detectó contaminación proteica y de compuestos propios de la purificación. Esto puede ser 

resultado de la presencia de residuos que no fueron eliminados en el proceso, como 

cloroformo, tiocianato de guanidina, DEAE-Sepharose y otros compuestos utilizados en la 

purificación del ADN del fago (Oślizło et al., 2011). A diferencia de otros estudios en los 

que se han empleado protocolos de purificación con técnicas físico-químicas más 

avanzadas para obtener ADN de bacteriófagos; por ejemplo, la cromatografía por afinidad 

(Oślizło et al., 2011) y la ultracentrifugación en Cloruro de cesio (CsCl) (Boulanger, 2009) 

con previa precipitación en Polietilenglicol (PEG) (Gutiérrez et al., 2011). Lo cual 

demuestra la importancia de equipos de última tecnología para la obtención de resultados 

consistentes y de mayor rendimiento. Sin embargo, con la metodología utilizada se puede 
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llegar a definir el fago por su morfología, lo cual permite que la investigación en el campo 

de los bacteriófagos continúe con mayor firmeza.  

La caracterización genética es un pilar de vital importancia para determinar si un 

bacteriófago puede involucrarse en fagoterapia (Gill y Hymann, 2010). La caracterización 

a nivel molecular permite discernir fagos líticos de aquellos lisogénicos y de otros 

portadores de genes de resistencia y virulencia (Liao et al., 2011). En el presente estudio se 

realizó una digestión enzimática con la enzima de restricción XbaI que reconoce la 

secuencias 5’ T↓CTAGA 3’ (Promega, 2011). De acuerdo a los resultados no se aprecia un 

patrón de restricción en el fago 5Q18 ni en el plásmido pBluescriptR que se usó como un 

modelo de corte enzimático, esto puede deberse a varias razones. Este fenómeno puede 

corresponder a la resistencia a la restricción por parte del fago debido a la presencia de 

bases hipermodificadas, como la hidroximetilcitosina (hmC) o la hmC glicosilada, en el 

ADN viral (Kulikov et al., 2014) o por la adquisición de genes que codifican enzimas que 

alteran el ADN, como los genes Dam y Dcm que codifican metiltransferasas (Kęsik-

Szeloch et al., 2013). Por ejemplo, el fago T4 se caracteriza por tener las bases modificadas 

lo que le permite proteger su ADN de la degradación cuando infecta a Escherichia coli  

(Snyder et al., 2013). Otro factor que puede estar involucrado es la variación o inexistencia 

de la secuencia de reconocimiento de la enzima tanto en el fago como en plásmido 

pBluescriptR (Piekarowicz et al., 2014). Por último, la presencia de compuestos 

contaminantes que no se eliminaron en la purificación de ADN pudo haber interferido con 

la actividad enzimática, muchos de los compuestos contaminantes pueden haber generado 

la inactivación de la enzima de restricción (Shikara, 2010). Por ejemplo, se ha reportado 

que la enzima SacC1 disminuye su actividad bajo la presencia de compuestos como sodio 

dodecil sulfato, urea, H2O2, entre otros (Shikara, 2010); sin embargo, no se han encontrado 
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reportes en cuanto a la enzima XbaI. No obstante, la restricción enzimática es sólo uno de 

los pasos para la caracterización genética.  

El análisis del genoma completo de algunos bacteriófagos mediante secuenciación da 

información sobre la naturaleza genómica. La secuenciación es importante para determinar 

sus marcos abiertos de lectura (ORF’s, por sus siglas en inglés) (Kulikov et al., 2014); en 

particular, la presencia de genes que participan en la lisogenia, virulencia y resistencia 

antibiótica (Gill y Hyman, 2010). Varios estudios han secuenciado el genoma de diferentes 

fagos para conocer su naturaleza (Kulikov et al., 2014; Denou et al., 2009; Liao et al., 

2011). Por ejemplo, fagos de la familia Myoviridae como el T4 que infecta un amplio 

rango de patotipos de E. coli y AR1 que infecta a E. coli O157:H7 (Liao et al., 2011) así 

también como el fago 9g de la familia Siphoviridae (Kulikov et al., 2014). En el presente 

estudio no se realizó una caracterización genética completa, por lo que se desconoce si el 

fago es totalmente lítico o puede entrar en lisogenia, para lo cual es necesaria la 

secuenciación total del genoma del fago 5Q18. No obstante, pocos estudios han reportado 

que miembros de la familia Myoviridae tienen una fase lisogénica, como el fago LBR48 

(Jang, Yoon, y Chang, 2011). En fagoterapia, la posibilidad de que el fago se integre en el 

cromosoma bacteriano es una preocupación, principalmente, por la potencial transferencia 

de factores de virulencia o resistencia hacia la bacteria, causando infecciones de mayor 

complejidad (Kutter et al., 2013).  

Los fagos una vez que son aislados son probados para ver su efectividad tanto in 

vitro como in vivo. En el presente estudio, el ensayo in vitro demuestra la capacidad del 

fago 5Q18 para reducir el crecimiento de ECEP sobre una superficie alimenticia a 

diferencia del tratamiento dos en donde el crecimiento bacteriano fue mayor. La lisis 

causada por el fago 5Q18 resultó ser mayor que la causada por el ácido láctico, el cual es 
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utilizado en la industria alimenticia para reducir el crecimiento bacteriano. Diferentes 

estudios han evaluado y confirmado la actividad lítica de bacteriófagos contra varias 

especies patógenas como Escherichia coli (Anany, Chen, Pelton, y Griffiths, 2011; Denou 

et al., 2009), Listeria monocytogenes (Guenther, Huwyler, Richard, y Loessner, 2009) y 

Salmonella Enteritidis (Bao et al., 2015) tanto en productos listos para consumo (Guenther 

et al., 2009) como productos sin procesar (Bao et al., 2015). En contraste, también estudios 

in vivo en gallinas se han realizado con éxito (Bielke et al., 2007), probando la efectividad 

de cocktails de fagos contra Salmonella spp. y Campylobacter, spp. (Kitler et al., 2013). 

Esto revela la posibilidad de utilizar los fagos en el biocontrol de patógenos en comidas 

preparadas y animales de consumo y próximamente en la fagoterapia para combatir 

infecciones multirresistentes en humanos. Esto manifiesta que, aunque no se tenga una 

caracterización completa del fago 5Q18 se puede inferir por sus características bactericidas 

que puede ser útil a nivel de biocontrol. En particular, el fago puede ser un sustituto del 

ácido láctico en la industria alimenticia.   
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6. CONCLUSIONES  

 La caracterización del bacteriófago 5Q18 permitió clasificarlo como miembro de la 

familia Myoviridae perteneciente al orden Caudovirales. Además, el fago 5Q18, 

presente en aguas servidas del río Machángara, se caracterizó por ser especie-

específica con un amplio rango para infectar diferentes cepas de Escherichia coli.  

 La microscopía de transmisión electrónica fue de vital importancia para la 

caracterización morfológica del fago 5Q18. Además, esta metodología permitió inferir 

sobre el tipo de ADN del fago así como de su tamaño. Esta es una metodología que 

está disponible en el país, por lo que permite realizar estudios en el campo de la 

virología, en particular, para la caracterización de bacteriófagos. 

 A nivel genotípico no fue posible obtener una caracterización. Por lo que,  el protocolo 

para la caracterización genotípica de bacteriófagos aún necesita de una constante 

evaluación, sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio representan un 

primer avance para futuros estudios relacionados. 

 Por las características que presenta el fago se lo puede considerar como un agente 

biocontrolador de E. coli enteropatógena multirresistente. En particular, el fago 5Q18 

podría ser tomado en consideración para el biocontrol en la industria alimenticia, mas 

no para fagoterapia aún. Esto se debe principalmente porque no se realizó la 

secuenciación de su genoma y porque el fago también afectó a cepas comensales. 

 El uso de bacteriófagos como una alternativa a los antibióticos convencionales resulta 

primordial en los inicios de la era post-antibiótica. Especialmente, en el ámbito del 

biocontrol de patógenos en la industria alimenticia y ganadera en donde se usa 

indiscriminadamente los antibióticos, promoviendo la aparción de patógenos 

multirresistentes.
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7. RECOMENDACIONES  

 Se recomienda ampliar la investigación en cuanto a la purificación de ADN de 

bacteriófagos mediante la aplicación de nuevos protocolos y la adquisición de nuevas 

tecnologías que permitan la obtención de una mejor calidad de ADN. Esto es porque el 

protocolo realizado en el presente estudio se obtuvo una calidad de ADN que no 

permite el posterior desarrollo de la secuenciación total del genoma del bacteriófago.  

 Además se recomienda el uso de diferentes enzimas de restricción para evaluar el 

patrón de restricción que pueda generar el fago. 

 Para el desarrollo de biocontrol con el fago 5Q18 se recomienda realizar ensayos de la 

estabilidad del fago a diferentes condiciones de temperatura y pH; además, de realizar 

pruebas in vivo con un número elevado de bacteriófagos o combinar varios fagos en los 

denominados “cocktails” en animales infectados con bacterias patógenas. 

 Para conocer si el fago es apto para la fagoterapia es importante secuenciar el genoma 

total del fago. De esta forma se podrá conocer si el fago 5Q18 es portador de genes 

relacionados con la lisogenia, genes de virulencia o de resistencia a los antibióticos. 

 En base al presente estudio se recomienda buscar bacteriófagos de diferentes fuentes 

con el fin de usarlos en diferentes campos de la fagoterapia como una alternativa al uso 

de antibióticos. 

 Finalmente, se recomienda probar la actividad lítica del fago con otras bacterias 

patógenas multirresistentes de importancia. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1. Protocolo de purificación del kit Wizard SV and PCR-Up System.
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Anexo 2. Protocolo de preparación de las muestras para su medición en el 

fluorómetro Qubit. 
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Anexo 3. Datos obtenidos mediante espectrofotometría para la realización de la curva 

de cinética de lisis del fago 5Q18. 

ECEP 14 Control positivo (5Q5) Control negativo Tiempo (min) 

0,2 0,2 0,2 0 

0,203 0,246 0,491 60 

0,815 0,902 0,613 120 

0,862 1,23 0,877 180 

0,978 1,09 0,945 240 

0,8 0,92 1,89 270 

1,05 0,8 2,73 300 

 

 


