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RESUMEN

Introduccién: En 2017, la OMS, publicdé un listado de las bacterias patégenas de importancia a nivel clinico,
en las que se encontraban las enterobacterias resistentes a carbapenémicos como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae. Debido a las pocas opciones para el tratamiento de las infecciones producidas por
estas bacterias, se han estado desarrollando nuevas estrategias como es el uso de bacteriéfagos, los
cuales son virus capaces de lisar bacterias de una manera muy especifica. Objetivo: Evaluar el efecto
inhibitorio de bacteridfagos obtenidos en aguas residuales frente a aislamientos clinicos de bacterias
Gram negativas resistentes a carbapenémicos. Materiales y Métodos: Se proceso un agua residual
hospitalaria proveniente de Antioquia, mediante filtracion y posterior precipitacidn con polietilenglicol
para la obtencién y el enriquecimiento de bacteriéfagos que se probaron contra la cepa E. coli ATCC
25922, mediante un método de sembrado de doble capa, para ser evaluados contra aislamientos clinicos.
Conclusion: En esta primera fase del proyecto se recuperaron bacteriéfagos a partir de un agua residual
hospitalaria proveniente de Antioquia, Colombia, con actividad antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922,

los cuales podran ser probados contra bacterias Gram negativas resistentes a carbapenémicos.
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INTRODUCCION

El fendmeno de la resistencia en bacterias Gram negativas del orden Enterobacterales es un problema de
salud publica a nivel mundial, por la amplia diseminacidn de estos microorganismos y elevada frecuencia
en infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS), que repercute de manera importante en la salud
de los pacientes, prolongacién en la estancia hospitalaria, mayores tasas de fracaso terapéutico, aumento
en la mortalidad y mayores costos derivados de la atencion hospitalaria (1).

En el afno 2017, la OMS publicé un listado de patdgenos de importancia clinica, situdndose en los de
prioridad critica las bacterias Gram negativas resistentes a los antibioticos carbapenémicos (Ertapenem,
Imipenem, Meropenem y Doripenem) como son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
spp (1). Estas bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia a este grupo de antibidticos,
siendo en los Ultimos afios la produccidn de carbapenemasas el mecanismo protagonista por su frecuencia
y eficacia. En Colombia, los Enterobacterales productores de carbapenemasas ocupan los primeros
lugares en la epidemiologia de las IAAS y de las adquiridas en la comunidad (2).

Las opciones terapéuticas frente a las infecciones producidas por este grupo de microorganismos son
escasas, debido a que los elementos genéticos méviles que transportan los genes que codifican para
carbapenemasas, llevan ademas determinantes de resistencia a otras familias de antimicrobianos (2). Este
panorama ha llevado a que se planteen nuevas alternativas terapéuticas como es el uso de bacteriéfagos.
Los bacteriofagos habitan en diversos lugares terrestres y acuaticos (incluyendo las aguas residuales) y se
caracterizan por infectar las bacterias sin necesidad de ingresar a su interior, utilizando un mecanismo de
inyeccion por el cual transmite el material genético (3). Las caracteristicas morfoldgicas de cada fago les
permiten infectar y lisar Gnicamente una especie bacteriana, lo cual es muy beneficioso al momento de
implementar una estrategia terapéutica para enfrentar infecciones generadas por este grupo de bacterias
en el sector de salud (4).

Los fagos pueden estar presentes en aguas residuales, lo que les permite convivir estrechamente con
diferentes poblaciones bacterianas. Las plantas en las cuales se podria aislar este tipo de microrganismos
con un posible potencial para inhibir patdgenos son las aguas hospitalarias. Por lo anterior en el presente
proyecto se plantea aislar e identificar bacteriéfagos en agua residual hospitalaria del departamento de
Antioquia y evaluar si tienen efecto inhibitorio frente aislamientos clinicos de bacterias Gram negativas

resistentes a carbapenémicos.



MATERIALES Y METODOS

Se tomd una muestra de agua residual hospitalaria proveniente de Antioquia. Esta muestra se procesé
mediante centrifugaciény a partir del sobrenadante se filtré al vacio utilizando una membrana de 0,45um
con la finalidad de obtener una suspension inicial de bacteriéfagos sin una posible interferencia por
bacterias (5).

Al tener esta solucidon se agregaron 10ml de polietilenglicol (PEG) 6000 para disminuir la solubilidad del
agua y asi precipitar la mayor cantidad de bacteriéfagos, a continuacidn, se realizé un centrifugado y se
tomo el pellet para realizar un enriquecimiento de los bacteriéfagos especificos para la cepa a estudiar.
Para este enriquecimiento se utilizd la cepa de E. coli ATCC 25922, la cual se incubé con agitacidn junto a
la solucién de bacteriéfagos anteriormente obtenida (5).

Este enriquecimiento se filtr6 nuevamente al vacio utilizando una membrana de 0,45um para asi tener
una solucién enriquecida de bacteriéfagos y ser probada su actividad directamente en la bacteria de
interés. Para esta fase de actividad antimicrobiana se realizd contra la cepa de E. coli ATCC 25922,
mediante el método de sembrado de doble capa, en el que se utilizé un agar sélido en la parte inferior de
la caja de Petriy un agar semisdlido en la parte superior al cual se le agregd un mililitro del indculo de la
cepa y un mililitro de la solucidn enriquecida de bacteriéfagos para posteriormente llevar a incubacion y

observar la generacidn de calvas (evidencia de actividad antimicrobiana) (6).

RESULTADOS PRELIMINARES Y DISCUSION

Se identificd una disminucién en el crecimiento bacteriano al utilizar la solucidn pura de los bacteriéfagos
enriquecidos, por lo que se realizaron diluciones hasta llegar a una concentracion de 10 para poder
visualizar de una manera mas clara las calvas generadas por los bacteriéfagos, como se reporta en
estudios previos (6). Estos se aislaron para ser probados posteriormente en diferentes aislamientos
clinicos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Igualmente, se realizd una aplicaciéon de los
bacteriéfagos por medio de goteo sobre el agar donde se observaron las calvas mds amplias y claras en el

agar.

CONCLUSIONES PRELIMINARES

La metodologia que se estandarizd para el aislamiento de bacteriéfagos a partir de agua residual fue
efectiva. Se detectaron bacteridfagos recuperados de un agua residual hospitalaria con actividad
antimicrobiana contra una cepa de E. coli, que podrian tener actividad contra aislamientos clinicos de

bacterias Gram negativas resistentes a carbapenémicos.
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