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Abstract- Bacteria are developing resistance to medications due
to their excessive and inappropriate use, especially affecting the most
vulnerable populations around the world, including Peru. In this
context, it is necessary to implement alternative methods for the
treatment of these multidrug-resistant (MDR) infections. Based on
this, the objective of this research is to collect information regarding
the isolation, purification and evaluation methods of germicidal Iytic
bacteriophages in Escherichia coli (E. coli) developed in the last 5
years (2019-2023). To do this, parameters were analyzed such as:
matrix of origin, identification of culture media, sequence of
procedures and technical variables that are collected, compared and
analyzed, taking into account the approach of different researchers
in the world for the study of bacteriophages that interact. with the
bacteria E. coli. For this, the search for information was carried out
in the electronic databases of Sciencedirect, Pubmed and Scopus,
excluding articles as explained in the methodology and finally
selecting twenty-four relevant articles which were classified, ordered,
analyzed and compared for evaluation. full text. In conclusion, a
general sequence of steps was established for the isolation,
purification and evaluation of specific bacteriophages in E. coli
strains, taking into account the main physicochemical and
microbiological tests used by different researchers around the world
in this field. The potential application in various settings, such as the
food industry, agriculture and public health, underlines the
relevance of this research in the search for effective and safe
alternatives to chemical antimicrobials to reduce microbial
contamination by E. coli strains.
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Resumen— Las bacterias estan desarrollando resistencia a
medicamentos debido a su uso excesivo e inapropiado, especialmente
afectando a las poblaciones mads vulnerables en todo el mundo,
incluyendo Peru. En este contexto, es necesario implementar
métodos alternativos para el tratamiento de estas infecciones
multidrogoresistentes (MDR). En base a ello, el objetivo de esta
investigacion es recopilar informacion referente a los métodos de
aislamiento, purificacion y evaluacion de bacteriofagos liticos
germicidas en Escherichia coli (E. coli) desarrollado en los ultimos
5 aiios (2019-2023). Para ello, se analizo parametros como: matrizg
de origen, identificacion de medios de cultivo, secuencia de
procedimientos y variables técnicas que se recopilan, comparan y
analizan, teniendo en cuenta el enfoque de distintos investigadores
en el mundo para el estudio de bacteriofagos que interactiian con la
bacteria E. coli. Para lo cual, se realizo la buisqueda de informacion
en las bases de datos electronicas de Sciencedirect, Pubmed y
Scopus, excluyendo articulos como se explica en la metodologia y
seleccionando finalmente veinticuatro articulos relevantes los cuales
fueron clasificados, ordenados, analizados y comparados para su
evaluacion de texto completo. En conclusion, se establecio una
secuencia general de pasos para el aislamiento, purificacion y
evaluacion de bacteriofagos especificos en cepas de E. coli, teniendo
en cuenta las principales pruebas de naturaleza fisicoquimica y
microbiologica usadas por distintos investigadores del mundo en este
campo. La aplicacion potencial en diversos entornos, como la
industria alimentaria, agricola y la salud publica, subraya la
relevancia de esta investigacion en la busqueda de alternativas
efectivas y seguras a los antimicrobianos quimicos para reducir la
contaminacion microbiana por cepas de E. coli.

Palabras Clave — Bacteriofagos, aislamiento, E. Coli.

I. INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos es un problema de salud publica
cada vez mas preocupante en todo el mundo. Las bacterias se vuelven
resistentes a los medicamentos después de su uso excesivo o
inapropiado, lo que les permite sobrevivir y reproducirse incluso en
presencia de estos [1]. Esto puede llevar a infecciones dificiles de
tratar, prolongando los tiempos de recuperacion y aumentando el
riesgo de complicaciones graves y la muerte [2]. Ademas, la resistencia
a los antibidticos hace que sea cada vez mas dificil tratar las
infecciones comunes [3]. La problematica es grave porque el uso
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excesivo de antibiodticos, la prescripcion inapropiada y la falta de
control en la distribucién y venta de medicamentos son factores que
contribuyen a la aparicion de bacterias multidrogoresistentes (MDR)
[4]. La aparicion de bacterias MDR [2], esta relacionado también con
el uso excesivo e inadecuado de antibidticos [5], tanto en el sector
médico como en la agricultura y la produccion animal [4]. Debido al
creciente nimero de bacterias resistentes a los medicamentos que se
encuentran cominmente en los hospitales es de vital importancia
encontrar terapias alternativas a estos [6]. Los bacteridofagos se pueden
utilizar como herramientas eficaces y convenientes en gerontologia en
las que la manipulacion de bacteriéfagos mediante ingenieria genética
0 quimica simple abre nuevas oportunidades para atacar células
senescentes y modular las vias que promueven su eliminacion [7]. Los
bacteriofagos tienen multiples propiedades distintivas que los
convierten en agentes terapéuticos atractivos, incluida su especificidad
por especies bacterianas sin afectar a las células eucariotas [8].

Los bacteriofagos son virus que pueden infectar y matar bacterias
especificas, lo que los convierte en una opcioén prometedora para tratar
infecciones por bacterias MDR [9]. Los bacteriofagos son altamente
especificos, lo que reduce el riesgo de dafar las células sanas. Ademas,
se pueden seleccionar bacteriéfagos especificos para cada tipo de
bacteria, lo que significa que se pueden disefar terapias especificas
para combatir las bacterias MDR [10]. Los bacteriofagos son virus que,
gracias a la produccion de la enzima endolisina, son capaces de matar
las células bacterianas huésped [11]. Hasta la fecha se viene realizando
estudios clinicos in vivo [12] [13], y pruebas in vitro [14]. Las pruebas
se realizan en diferentes bacterias como Salmonella spp [15], o en
aquellas bacterias que son responsables de la mayoria de infecciones
nosocomiales: ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter  baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp.) [16]. Asi mismo, M.
Shahdadi et al. [17] menciona que los bacteriéfagos de tipo salvaje
(aquellos que se encuentran en la naturaleza) fueron mas eficientes que
los bacteriofagos de tipo comercial en su estudio de revision
sistematica y modelado del efecto de los bacteriofagos en la reduccion
de la cepa Salmonella spp. en carne de pollo.

Los bacteriofagos también tienen la capacidad de multiplicarse
rapidamente en las bacterias blanco, lo que permite una dosis Gnica
para combatir una infeccion [9]. Esto es particularmente 1til en
situaciones en las que los pacientes tienen infecciones graves y
requieren un tratamiento rapido y efectivo [18]. Ademas, los
bacteriofagos son seguros para el medio ambiente y no causan dafio a
otros organismos vivos (vegetal, animal y humano) porque son virus
de bacterias altamente especificos, lo que los convierte en una
alternativa prometedora a los antibidticos convencionales [19]. El
trabajo con bacteriofagos tiene un gran potencial como alternativa a
los antibidticos convencionales, se necesita mas investigacion para
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aislarlos de la naturaleza [20], evaluar su eficacia y utilizarlos para el
tratamiento de infecciones MDR en humanos [21]. Los estudios
iniciales en animales y humanos han mostrado resultados
prometedores [22], lo que sugiere que podrian ser usados para el
tratamiento de las infecciones MDR [18].

Durante las ultimas décadas, varios estudios clinicos mostraron
resultados positivos para el tratamiento con bacteriéfagos en casos de
infecciones musculoesqueléticas y de tejidos blandos [23]. Por otro
lado, se realizaron estudios en donde los bacteridfagos se
administraron por via intravenosa, se inyectaron intraoperatoriamente
en la articulacion, se aplicaron localmente intraoperatoriamente o se
administraron mediante canulas en combinacion con terapia
antibiotica [24]. Asi como estudios en su conversion en forma de gel in
situ [25].

La Escherichia coli (E. coli) ha sido uno de los organismos
modelo mas estudiados en la historia de las ciencias bioldgicas.
Aunque inicialmente se pensaba que eran bacterias comensales, E. coli
ha mostrado una amplia diversidad fenotipica, incluidos aislados
patdgenos de gran relevancia para la salud publica [26]. La deteccion
rapida y sensible de E. coli es importante para la seguridad alimentaria.
Los métodos existentes estan limitados en el tiempo de deteccion o en
la discriminacion de bacterias viables o muertas. [27]. La formacion
de biopeliculas en superficies en contacto con alimentos por
Escherichia coli toxigénica Shiga (STEC) puede plantear un desafio
importante para la industria alimentaria, haciendo que los métodos de
control convencionales sean insuficientes. El uso especifico de
bacteriéfagos para alterar estas biopeliculas podria reducir este
problema. [28]. Los bacteriofagos especificos de las cepas de
Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) se aislan con
frecuencia de ambientes asociados con animales principalmente
porque los animales rumiantes son el reservorio natural de STEC. Sin
embargo, se sabe poco sobre estos bacteriéfagos en entornos de cultivo
[29].

El USDA-FSIS (Food Safety and Inspection Service (FSIS), an
agency of the United States Department of Agriculture) tiene
tolerancia cero para E. coli O157:H7 en la carne molida cruda. [30].
Por otro lado, la contaminaciéon de verduras para ensalada con
Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) O157:H7 ha
causado enfermedades graves e importantes pérdidas economicas casi
anualmente en los Estados Unidos durante los ultimos 10 afios. Para
frenar el riesgo de infecciones por productos contaminados,
recientemente han comenzado a generar interés enfoques basados en
virus bacterianos, comunmente conocidos como bacteridéfagos, entre
otras estrategias antimicrobianas [31]. La resistencia a los antibioticos
es un desafio significativo para la salud publica, y los bacteriofagos se
presentan como una alternativa prometedora. Su alta especificidad,
multiplicacion rapida y ser seguros para el medio ambiente los hace
candidatos valiosos para el tratamiento de infecciones bacterianas
MDR. Sin embargo, se requiere mas investigacion clinica y estudios
para evaluar su eficacia y aplicaciones especificas, tanto en la salud
humana como en la seguridad alimentaria, por este motivo el objetivo
de esta revision es analizar los estudios realizados en los tltimos 5 afios
desde el 2019 a 2023, en la blisqueda de métodos de aislamiento,
purificacion y evaluacion de bacteriofagos para combatir a las cepas
de la bacteria  Escherichia  Coli con  caracteristicas
Multidrogoresistentes (MDR) como base para estudios posteriores de
aplicacion de bacterioéfagos.

II. METODOLOGIA

Los articulos consultados para esta revision provienen de las
bases de datos electronicas Sciencedirect, Pubmed y Scopus. La
busqueda se limitd solo en articulos originales escritos en inglés y
publicados en los ultimos 5 afios (2019-2023) utilizando las palabras
clave “Bacteriophages”, “isolation” y “E. Coli”, utilizando la féormula
de busqueda “Bacteriophages and isolation and E. Coli”, obteniendo

un total de 243, 39 y 271 articulos cientificos, respectivamente.

A. CRITERIO DE SELECCION

Los articulos cientificos obtenidos luego de realizar la busqueda
en cada base de datos se exportaron a un libro de Microsoft Excel 2010
para el tratamiento de seleccion, exclusion de duplicados y
clasificacion. La seleccion de titulos y resimenes cientificos se realizo
manualmente para seleccionar los articulos relevantes y
posteriormente se evalu6 mediante seleccion de texto completo. En
esta revision s6lo se incluyeron articulos originales publicados en
revistas de revision por pares y que contienen datos sobre el uso in
vitro, in vivo o acoplamiento a materiales, para controlar el
crecimiento bacteriano de las distintas cepas de Escherichia coli
ubicuas en una evaluacion con bacteriofago (fago) o cocteles de
bacteriofagos. Se excluyeron los datos de estudio de otras bacterias
diferentes a la cepa de E. coli. Estos criterios de seleccion y exclusion
se han utilizado para centrarse especificamente en el estudio de
métodos de aislamiento, purificacion y evaluaciones de bacteriéfagos
hallados en diferentes matrices de origen en busqueda de alternativas
para futuros estudios en; fagoterapia como un procedimiento
alternativo para el control de E. coli, como también para la prevencion
de contaminacion en superficies y alimentos, causado por baterias
multidrogoresistentes.

B. EXTRACCION Y ANALISIS DE DATOS
Los autores realizaron de forma independiente la recopilacion de
informacion de los articulos cientificos de cada estudio seleccionado
para su inclusion en la revision sistematica, se recopild la siguiente
informacion: matriz de aislamiento, metodologia de aislamiento y
purificacion de bacteriofagos (reactivos, equipos y secuencia de
pasos), evaluacion de bacteriofagos (estabilidad térmica y de pH,
medio de crecimiento, técnica de aislamiento en placa, rango de
hospedero, familia/morfologia, tamafio del genoma, tamafio de rafaga,
periodo de latencia, analisis genético y multiplicidad de infeccion
(MOI)) y estudios de aplicacion en productos (solucion utilizada para
la aplicacion de bacteriofagos y métodos de incrustacion). Estos datos
se recuperaron directamente del texto completo, se convirtieron a las
mismas unidades o, en algunos casos, se infirieron del analisis grafico.
Los datos extraidos de los articulos cientificos se condensaron en
una tabla de Microsoft Excel y se resumieron mediante estadistica
descriptiva, utilizando gréaficos y tablas de frecuencia para variables
cualitativas.
II. RESULTADOS

A. CARACTERISTICAS DE ESTUDIOS INCLUIDOS

La busqueda en linea recuperé 553 estudios. Después de la
eliminacion de duplicados y clasificacion en un libro de Excel,
quedaron 86 articulos para el analisis. Segun la seleccion de titulos y
resimenes, se eliminaron 467 estudios porque no cumplian con los
criterios de inclusion, dejando 86 para la seleccion de texto
completo. De ellos, 24 estudios aislan, purifican y evaltan
bacteriéfagos para una o varias cepas de E. coli, el esquema de
identificacion de estudios via base de datos se aprecia en la Fig. 1.
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aislamiento, purificacion y evaluacion son los bacteriéfagos los cuales
infectan al serotipo E. coli enterohemorragicas (EHEC) siendo la cepa
principal O157:H7 y para esta revision de métodos de aislamiento
representa el 58.33% del universo de estudios incluidos en esta
revision.

BACTERIOFAGOS AISLADOS POR MATRIZ

e Bact eridfagos aislados e % d e Bacterdagm g Acumulado

24.00 igo.oo

F6.00
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Alimentos [ werdura, Aguaresidual o derim
came y leche)
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. ; .
| —
Laboratorio Clinia Heces Animal [ Awes,

cerm yres)

Fig. 2. Grafico de bacteriofagos aislados segun su matriz de origen
Fuente: Elaboracion propia

2) METODOS DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION

La variable inicial para lograr el aislamiento y purificacién de
bacteridfagos liticos germicidas silvestres consiste en identificar zonas
donde se desarrolle un ecosistema ideal para el crecimiento de
bacterias, lo cual aumenta la posibilidad de infeccion de bacteriéfagos
en la bacteria huésped de interés Escherichia coli.

a. METODOS DE AISLAMIENTO

Los métodos de aislamientos de los veinticuatro estudios
incluidos en la presente revision consisten en una secuencia de
protocolos, procedimientos y métodos con algunas variaciones entre
ellos como: orden de operacion o proceso, medios de cultivo, técnicas
en placa, velocidades de agitacion, soluciones buffer amortiguadoras,
tamafio de porosidad de la membrana de filtracion, condiciones de
incubacion y almacenamiento, durante el desarrollo experimental
reportado por cada estudio.

De la recopilacion de informacion de los estudios considerados
para esta revision, se logrod identificar 823 muestras las cuales
contenian como minimo una cepa de Escherichia coli, las cuales
cumplen la funciéon de hospederos para los bacteriofagos de cada
estudio segun su matriz de origen; alimentos 36.09% (297) de muestras
infectadas, agua residual o rios 34.39% (283), laboratorio clinico
13.85% (114) y heces animal 15.67% (129) en los cuales se aislaron
21, 17,9 y 3 bacteriofagos respectivamente, segin su matriz de origen
como se representa en la Fig. 3.

HUESPED E.COLIVS BACTERIOFAGOS AISLADOS

m Bacteriéfagos aislados

297 283
114 129
2 17 ° I s
| - — .

ALIMENTQS ( AGUARESIDUALO  LABORATQRIO HECES ANIMAL (
VERDURA, CARNE ¥ DE RIOS cLinico AWVES, CEROSY
LECHE} RES)

= Huésped E coli

Fig. 3. Grafico de muestras huésped vs bacteriéfagos (fagos) aislados por matriz
Fuente: Elaboracion propia

Los métodos de aislamiento realizados en los estudios se
encuentran regidos por variables técnicas como; medio de cultivo,
técnica de aislamiento en placa para identificar lisis, centrifugacion,
filtracion, incubacion, dilucion, mezcla y medio de resuspension.

Para realizar los aislamientos se utilizaron el Agar Luria Bertani
54.17% (13) de los estudios, agar BHI 8.33%, agar TSB 20.83% (5),
caldo CASO 4.17% (1), agar TSA 4.17% (1) y agar sangre 8.33% (2),
en donde se utiliz6 la técnica de agar de doble capa en el 91.67% (22)
de los estudios y por otro lado el 8.33% (2) se realiz6 utilizando la
técnica de enriquecimiento de un solo huésped en cual consiste en la
identificacion de la zona de lisis posterior a la incubacion entre la
bacteria huésped y el bacteriofago.

En el andlisis de las variables a tener en consideracion para el
aislamiento de bacteri6fagos realizados en los veinticuatro estudios
analizados no coinciden en todos los procedimientos que influyen en
el aislamiento de bacteridofagos como; primera centrifugacion, primera
filtracién, primera incubacion, segunda centrifugacion, segunda
filtracién, segunda incubacion, dilucién, mezcla, resuspension y
almacenamiento, esta consideracion de los procedimientos se
encuentran interpretados en la Fig.4.

PROCEDIMIENTOS PARA EL AISLAMIENTO

Almacenamiento

Resuspension

Predipitacién
Inoculacién
Segunda incubacién

Segunda filtracién

Segunda centrifugacion

Primera incubacion

Primera filtracién

Primera centrifugacién

o

4 8 12 16 20

(Y]
A

= CONSIDERADOS = SIN CONSIDERAR

Fig. 4. Grafico de procedimientos considerados en los métodos de aislamientos
de los estudios.
Fuente: Elaboracion propia

En los casos de la segunda centrifugacion, filtracién e incubacion,
la poca recurrencia de esta segunda etapa estd regido por criterios
segun su procedimiento de aislamiento, debido a variables como la
dilucion con tapon de solucion salina de magnesio (SM), mezclas de
cloruro de calcio, adicion de polietilenglicol al 10% (PEG),
resuspension con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y la
matriz de origen.

Las variables operativas desarrolladas durante el aislamiento se
encuentran regidas con la siguientes operaciones o procesos en los
métodos de aislamiento de los estudios seleccionados identificados en
la Tabla I:

i.  Primera centrifugacion, ocho estudios [32], [33], [34], [36], [43],

[501], [51], [55] consideraron realizar la operacion con parametros

de temperatura a 4°C durante un periodo de tiempo de 5 a 30

minutos en un rango de centrifugacion de 5000g a 15000g, la

relacion entre el tiempo y la fuerza g es inversamente

proporcional, en otros once estudios [35], [37], [38], [39], [41],

[45], [46], [47], [49], [52], [54] se realizd la centrifugacion a

temperatura ambiente en un periodo de tiempo de 5 a 10 minutos

en un rango de 5000g a 10000g y cinco estudios [40], [42], [44],

[48], [53] no consideran la operacion de centrifugacion.

ii.  Primera filtracion, doce de los estudios [36], [37], [38], [41], [45],
[46], [48], [49], [50], [52], [53], [55] consideraron el uso de
filtros membrana con porosidad de 0.22 pm, por otro lado, tres
estudios [43], [47], [54] usaron filtros membrana de tamafio de
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poro de 0.45 um, dos estudios [32], [51] realizaron la filtracion
con filtros de jeringa estériles de 0.22 um, dos estudios [2], [8]
realizaron la filtracion con filtros de jeringa estériles de 0.45 pm
y cinco estudios [34], [35], [40], [42], [44] no considero la
operacion de filtracion en el sobrenadante para eliminar células
bacterianas o residuos celulares grandes.

iii.  Primera incubacién, ocho estudios [32], [36], [43], [45], [48],
[51], [53], [55] consideran una incubacion durante la noche con
agitacion en un rango de 120 a 220 rpm a 37°C en medio nutricio
blando (0.4%p/v), dos estudios [39], [50] consideran la
incubacion con caldo nutricio blando (0.4% p/v) a 25°C con
agitacion de 180 rpm durante el periodo de tiempo de 18 a 20
horas, tres estudios [41], [46], [52] consideran incubacion con
caldo nutricio blando (0.4% p/v) con SM en pH 7.2 y CaClz 10
mM a 37°C con agitacion de 140 rpm durante la noche y once
estudios [33], [34], [35], [37], [38], [40], [42], [44], [47], [49],
[54], se incubaron a 37°C en un rango de tiempo desde 6 hasta 24
horas sin agitacion en medio nutricio blando.

iv.  Segunda centrifugacion, cinco estudios [32], [36], [50], [S1], [54]
consideraron centrifugar por segunda vez a 4°C en un tiempo de
10 a 120 minutos en un rango de centrifugacion de 5000g a
110000g, ocho estudios [35], [37], [41], [45], [46], [47], [52], [55]
centrifugaron a temperatura ambiente en un periodo de tiempo de
2 a 20 minutos en un rango de centrifugacion de 5000g a 13000g
y once estudios [33], [34], [38], [39], [40], [42], [43], [44], [48],
[49], [53] no consideraron realizarlo por segunda ocasion.

v.  Segunda filtracion, ocho estudios [34], [36], [37], [45], [47], [48],
[52], [55] consideran una segunda filtraciéon por membrana de
porosidad de 0.22 pum, un estudio [54] realizo filtracién por
membrana de 0.45 pm de tamafio de poro, un estudio [32] realizo
la filtracion con jeringa estéril con filtro de 0.22 pm de porosidad,
un estudio [33] realiz6 la filtracion con jeringa estéril con filtro
de 0.45 pum de porosidad y trece estudios [35], [38], [39], [40],
[41], [42], [43], [44], [46], [49], [50], [51], [53] no realizaron una
segunda filtracion.

vi.  Segunda incubacion, diez estudios [34], [35], [36], [37], [38],
[43], [46], [48], [52], [53] consideran una incubacion con caldo
nutricio blando (0.4% p/v) sobre medio nutricio sélido (1.5% p/v)
a 37°C por un periodo de tiempo de 18 a 24 horas, sin embargo
un estudio [45] considero realizarlo por un tiempo de 15 minutos
y otro estudio [54] realizarlo en 6 horas, asi mismo, otro estudio
[39] considero realizar la incubacion durante la noche a 25 °C,
por otro lado, un estudio [32] realizé la incubacion con caldo
nutricio blando (0.4% p/v) con SM sobre medio nutricio sélido y
diez estudios [33], [40], [41], [42], [44], [47], [49], [50], [51], [55]
no consideran una segunda incubacion.

vii. M¢étodo de identificacion de lisis, dos estudios [33], [34]
considerd utilizar prueba de lisis de una placa y los veintidos
estudios restantes de la tabla I realizaron la técnica de agar de
doble capa.

viii.  Inoculacion, los veinticuatro estudios de la Tabla I agregaron en
cantidades proporcionales en microlitros (ul) de cepas de E. coli
(huésped) y microlitros (pl) del sobrenadante (bacteridfagos) en
relacion 20:1, 10:1, 6:1 o 1:1 en caldo nutricio, PBS en pH 7.2 o
SM en pH 7.2, seglin sus criterios de resuspension en uso de
medios nutricios o soluciones amortiguadoras, adicional a esta
preparacion siete estudios [39], [43], [44], [45], [50], [52], [53]
consideraron la adicion de 50 pl de CaClz 10 mM y en dos
estudios [33], [35] consideraron agregar cloroformo al 10% (v/v).

ix.  Precipitacion, un estudio [50] consideré la técnica de
precipitacion con polietilenglicol (PEG) 8000 (10%) con el
sobrenadante, posteriormente se realizd una centrifugacion a
10000g por 10 minutos, el precipitado se resuspende con SM y
cloroformo al 10% en relaciéon 1:1 con PEG realizandose una
centrifugacion a 3000g por 30 segundos los bacteridfagos se
recogieron de la fase acuosa superior para posterior
almacenamiento o purificacion.

x.  Resuspension, nueve estudios [36], [37], [41], [43], [45], [47],
[49], [50], [53] utilizaron SM en pH 7.2, un estudio [51], utilizd
PBS en 7.2 pH, un estudio [38], utilizé tampoén lambda en 7.6 pH
con cloroformo al 10% y los trece estudios restantes de la tabla I
consideran realizarlo con su caldo nutricio.

xi.  Almacenamiento, nueve estudios [32], [35], [38], [46], [48], [51],
[52], [54], [55] consideran almacenar los bacteriofago a 4°C, un
estudio [53] almacena a 4°C con solucion Ringer (RS), ocho
estudios [36], [37], [41], [43], [45], [47], [49], [50] consideran las
condiciones de 4°C con SM, un estudio [40] almacena a 4°C con
cloroformo al 10%, un estudio [33] considera el almacenamiento
a -20°C y cuatro estudios [34], [39], [42], [44] no mencionan
condiciones de almacenamiento de bacteriofagos.

b. METODOS DE PURIFICACION

La purificacion de bacteriofagos consiste en la infeccion
recurrente y controlada de bacteriofagos con respecto a las cepas de
Escherichia coli utilizando la técnica de agar de doble capa,
reconfirmando la zona de lisis en placa o en funcién a su densidad
optica a 600 nm (ODeoo) utilizando un espectrofotometro teniendo
como referencia un control [33], [35], [36], [37], [38], [39], [40], [41],
[43], [45], [46], [47], [49], [50], [52], [53], [54], [55].

La mayor cantidad de estudios consideran las operaciones y
procesos de purificacion de bacteriofagos teniendo entre ellos
similitudes, sin embargo, la minoria no detalla dentro de sus estudios
metodologias de la purificacion de sus bacteridéfagos aislados, como se
explica en la Fig.5.

METODOS DE PURIFICACION

24

18
18

12
6
| -
0
Sin método de purificacion Con método de purificacion

Fig. 5. Estudios que desarrollan metodologia de purificacion.
Fuente: Elaboracion propia

Las operaciones o procesos desarrollados durante la purificacion
de bacteriofagos de los dieciocho estudios detallan su metodologia de
purificacion de bacteriofagos posterior a su aislamiento, representado
en un diagrama de flujo en la Fig.6. También se consider¢ dentro de
los estudios la posibilidad de su almacenamiento para su posterior
purificacion, en este ultimo caso se debe acondicionar la incubacion
por toda la noche a 37°C para la activacion de los bacteriofagos
suspendidos en la solucion de almacenamiento el cual puede ser el agar
de aislamiento, solucion salina tamponada de fosfato (PBS) en pH 7.2
o solucion salina de magnesio (SM) en pH 7.2.
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Los estudios consideraron realizar la secuencia de purificacion

posterior a la formacion de lisis en placa, utilizando la técnica de agar
de doble capa con su medio de cultivo blando o fundido en su mayoria
con la siguiente secuencia de operacion de aislamiento:

1.

iii.

iv.

Resuspension, en los estudios extrajeron un area de lisis y
suspendieron en 1 ml de agar fundido, solucion PBS o SM,
posteriormente se agité suavemente durante 1 h.

Centrifugacion, los estudios acondicionaron los parametros de
4°C en un periodo de tiempo de 5 a 30 minutos con una velocidad
de centrifugacion de 5000g a 15000g.

Filtracion, en la mayoria de los estudios se utilizaron un equipo
de vacio para realizar la filtracion por membrana de porosidad
0.22 pm, sin embargo, se puede utilizar una jeringa estéril con
filtro de 0.22 pm cémo se realizd en la técnica de aislamiento.

Inoculacion, se agregaron en cantidades proporcionales en
microlitros (ul) de cepas de E. coli (huésped) y microlitros (pl)
del filtrado (bacteridfagos) en relacion 1:1, 3:1 0 10:1 en 5 ml agar
blando, soluciéon PBS o SM y se afiadid sobre agar nutritivo s6lido
en placa.

Incubacion, posterior a la etapa de inoculacion los estudios
acondicionaron a 37°C con agitacion de 120 a 220 rpm por un
tiempo de 6 a 24 horas.

Los estudios consideraron realizar esta secuencia de pasos tres

veces hasta conseguir una titulacion de bacteriofagos >10° UFP /ml.

Vi.

vii.

Precipitacion, en dos estudios [35], [54] desarrollaron la
metodologia de purificacion por precipitacion, el cual consiste en
realizar la resuspension con el medio de aislamiento en la zona de
lisis y centrifugar a 12500g durante 6 minutos, posteriormente se
filtré por filtro de jeringa estéril o filtro membrana de 0.22 um,
después se anadio la cantidad necesaria de cloruro de sodio sélido
hasta 1 M de concentracion final, posteriormente se realizé un
bafio de agua con hielo por un periodo de tiempo de 1 hora. La
solucioén que contiene el bacteridofago se centrifugd por segunda
ocasion a 11000g por un tiempo de 10 minutos, se agregd
polietilenglicol 8000 (PEG8000) al sobrenadante hasta 10 % (p/v)
en agitacion lenta a temperatura ambiente. Transfiriéndose a un
tubo de centrifuga de polipropileno en un bafio de agua con hielo
por 1 hora, para precipitar las particulas de bacteriofagos y se
realizd una tercera centrifugacion a 11000g por un periodo de
tiempo de 10 minutos a una temperatura de 4 °C, se agregaron 5
ml de SM y 5 ml de cloroformo al 10% para separar las particulas
de bacteriofago del PEG8000, se realizé la cuarta centrifugacion
a 3000g por un tiempo de 10 minutos y la segunda filtracion con
membrana de porosidad de 0,22 pm.

Almacenamiento, nueve estudios [32], [35], [38], [46], [48], [51],
[52], [54], [55] consideran almacenar los bacteriofago a 4°C, un
estudio [53] almacena a 4°C con soluciéon Ringer (RS), ocho
estudios [36], [37], [41], [43], [45], [47], [49], [50] consideran las
condiciones de 4°C con SM en pH 7.2, un estudio [40] almacena
a 4°C con cloroformo al 10%, un estudio [33] considera el
almacenamiento a -20°C y cuatro estudios [34], [39], [42], [44]
no mencionan condiciones especificas de almacenamiento para
bacteriofagos, la temperatura de almacenamiento (4°C a -20°C),
el pH de la solucion amortiguadora (7.2 de pH) y la presencia de
sales y estabilizadores (fosfato de sodio o cloruro de sodio)
promueven la estabilidad y viabilidad de estos virus.
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Fig. 6. Diagrama de flujo de los métodos de filtracion estéril y precipitacion.

Fuente: Elaboracion propia

3) EVALUACION DE BACTERIOFAGOS

Los articulos seleccionados para este estudio tuvieron en cuenta

el analisis que hacian los distintos autores para obtener informacion
detallada sobre las caracteristicas y propiedades de los bacteriofagos
bacterianos aislados, lo que facilitd la comparacion y analisis de los
resultados obtenidos.

TABLA 1II: Principales caracteristicas y propiedades analizadas por los distintos
autores para el estudio de los bacteriofagos.

PARAMETROS Y VARIABLES ANALIZADOS EN LOS
ARTICULOS

El tipo de muestra o la matriz de la que se

Matriz de aislamiento . -, .
aislan los bacteriofagos bacterianos.

La especie bacteriana que se utiliza para el

st aislamiento de los bacteridfagos.
Bacteriofago El nombre o codigo del bacteriofago aislado.
Cantidad de El nimero de bacteriofagos aislados en el

bacteriofagos aislados estudio.

Las condiciones de crecimiento de la bacteria
y los bacteriofagos, como la temperatura, el pH
y el medio de cultivo utilizado.

Condiciones de
crecimiento

Las caracteristicas del bacteriofago, como su

Caracteristicas del morfologia, resistencia a los antibioticos,

bacteriofago familia a la que pertenece, analisis de genoma,
actividad litica, entre otras.
Tratamiento El tratamiento al que se sometieron los
bacteriofagos o las bacterias durante el estudio.
Rermvod e El rango de especies bact'e,rlanas que pueden
ser infectadas por el bacteridéfago.
. L ili 1 f if 1
ST g o ; 16-11 estabilidad del fago a diferentes valores de
Estabilidad térmica La estabilidad del fago a diferentes
temperaturas.

El diametro de la zona de lisis producida por el

Diametro de Lisis .,
bacteriofago en el agar.

La morfologia del bacteri6fago, como su forma

Morfologia y tamafio.
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Resistencia a La resistencia del bacteriéfago a diferentes

Antibidticos antibiodticos.
Familia La familia a la que pertenece el bacteriofago.
Multiplicidad de La relacion entre el nimero de bacteriofagos y
infeccién (MOI) el nimero de bacterias en el medio de cultivo.

Analisis de Genoma
OD-Bacteriana
(densidad optica)

El anélisis del genoma del bacteriéfago.
La densidad optica de la bacteria en el medio
de cultivo.

El tiempo que transcurre desde la infeccion de

Peri latenci . . L
et die ksl la bacteria hasta el inicio de la lisis.

Resistencia a
desinfectantes

La resistencia del bacteriofago a diferentes
desinfectantes.

La capacidad del bacteriéfago para lisar las
células bacterianas.

El tiempo de infeccion de las bacterias con los
bacteriofagos.

Si se mantiene o no la cadena de frio durante el
transporte 'y  almacenamiento de los

Actividad litica

Tiempo de infeccion

Ruptura de cadena de

° bacteriofagos.
La aplicacion potencial de los bacteriofagos en
Aplicacion diferentes campos, como la biotecnologia y la

terapia.
Fuente: Elaboracion propia

a. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Los articulos seleccionados fueron analizados teniendo en cuenta
el uso de metodologias y técnicas novedosas para el estudio de los
bacteridfagos, en este apartado se tuvo en cuenta las caracteristicas
fisicoquimicas, esquematizado en la Fig.7.

Caracterisiticas fisicoquimicas

Estabilidad . Diametro de
P Estabilidad a pH .
térmica lisis
Tiempode Resistencia O[()DB;::TJ:;M Resitencia a
infeccion antibidticos dpti‘ca‘) desinfectantes

Fig. 7. Esquema de caracteristicas fisicoquimicas investigadas en los estudios.
Fuente: Elaboracion propia

TABLA III: Porcentaje de articulos que analizan parametros fisicoquimicos
asociados al estudio de los bacteriofagos en los articulos analizados.

Parametros fisicoquimicos

Resistenciaa | Estabilidad Estabilidad Diametro Tiempo de
Antibidticos térmica de pH de lisis infeccion
29% 67% 63% 38% 13%

Fuente: Elaboracion propia

b. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

También se tuvo en cuenta el porcentaje de articulos que
incorporan un analisis microbiologico extendido sobre los
bacteriéfagos que infectan a E. coli, realizando un esquema en la Fig.8
de los parametros microbioldgicos estudiados en los articulos de
inclusion en la presente revision.

Caracteristicas microbiologicas

Rango de Cantidad
g Actividad litica de fagos
hospedero )
aislados
. [V e]]
Morfologia de Familia Periodode (Multiplicad Pruebas
bacteriéfagos latencia genéticas

de infeccion)

Fig. 8. Esquema de caracteristicas microbioldgicas investigada en los estudios.
Fuente: Elaboracion propia

TABLA IV: Porcentaje de articulos que analizan parametros microbiologicos
en los articulos analizados.

Parametros microbiolégicos
Periodo o Mol OD-
Rango de Resistencia a e Bacteriana
de . (Multiplicidad .
hospedero . desinfectantes . ., (densidad
latencia de infeccion) P
Optica)
100% 79% 8% 54% 50%

Fuente: Elaboracion propia

Para completar el andlisis de los articulos en cuestion también se
tuvo en cuenta la proporcion de articulos que ofrecian un andlisis
fenotipico y genético de los bacteriofagos estudiados por los distintos
autores.

TABLA V: Porcentaje de articulos que ofrecen una caracterizacion fenotipica
y genética de los bacteriofagos en los articulos analizados.

Caracterizacién de bacteriofagos
Cantidad de Analisis
bacteriofagos Morfologia Familia de Aplicacion
aislados Genoma
100% 71% 67% 63% 25%

Fuente: Elaboracion propia

4) ESTUDIOS DE APLICACION EN PRODUCTOS

En la base de datos se presentan veinticuatro estudios que abordan
el aislamiento, purificacion y evaluacion de bacteridfagos para una o
varias cepas de E. coli. Se observa que solo seis de los veinticuatro
estudios lograron aplicaciones satisfactorias en diversos campos de
estudio. Las matrices de aislamiento empleadas con frecuencia dentro
de esta revision sistematica son; la matriz de alimentos el cual
representa el 12.5% (3), agua residual o de rios 8.33% (2), laboratorio
clinico 4.16% (1) tal como se indica en la Tabla VI.

TABLA VI. Porcentaje de articulos que ofrecen una aplicacion de los
bacteriéfagos segun los articulos analizados.

Aplicacion de bacteri6fagos

Matriz de Matriz de agua residual Matriz de laboratorio
alimentos o rios clinico
12,50% 8,33% 4,16%

Fuente: Elaboracion propia
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Registros de acuerdo a
criterio  de inclusién
(n=24)

Meétodos de

aislamiento
bacteriofagos

Meétodos de l

purificacion
No

| Matrices |

Alimentos

| Aguas residuales v rios

Laboratorio

Fig. 9. Esquema de matrices de aplicacion de bacteriéfagos aislados.
Fuente: Elaboracion propia

Esta revision sistematica destaca diferentes aplicaciones exitosas,
entre las cuales se incluyen los estudios realizados por L. Wang et al.
[55] en el uso del bacteriofago para E. coli O78 en pollos de engorde
de un dia. La mayor proporcion de aplicaciones esta relacionada con
la matriz de alimentos. Ademas, se aborda la aplicacion de un coctel
de bacteriofagos en leche para su conservacion en cadena de frio,
revelando variaciones en la eficacia de los bacteriofagos a diferentes
temperaturas [35]. En este contexto, se consideran estos bacteridfagos
como herramientas de control biologico y se demuestra su utilidad en
la reduccion de células viables de E. coli O157:H7 en alimentos. Las
aplicaciones de biotecnologia de incrustacion de bacteriofagos fueron
reportadas por, H.-Y. Shen et al. [48] y 1. Choi et al [S1] ambos
estudios publicados en el afio 2021, reportan con éxito un apdsito de
hidrogel 3D a base de bacteriofagos liticos HZJ activos y un método
para inmovilizar bacteridfagos en superficies poliméricas utilizando el
acoplamiento de clorhidrato de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC)/ N -(sulfo-NHS), utilizando
como polimero la policaprolactona (PCL) respectivamente, por otro
lado, Y.-K. Li et al [45] también en el afio 2021 aislé y caracterizo un
bacteridfago litico resistente a los alcalinos JNO1 de E. coli O157:H7
a partir de aguas residuales el cual redujo significativamente E. coli
O157:H7 en muestras de leche y carne de res con potencial de ser un
nuevo agente de biocontrol natural para E. coli O157:H7 en productos
alimenticios. En las aplicaciones terapéuticas con bacteriofagos se
desarrollaron estudios de evaluacion de la eficacia de los bacteriofagos
contra E. coli productores de ESBL utilizando un modelo de larvas de
Galleria mellonella [46].

IV. DISCUSION

Los métodos empleados por los investigadores para aislar,
purificar y evaluar los bacteriéfagos en los distintos estudios
analizados reflejan un enfoque integral y detallado para comprender la
diversidad y las propiedades de estos virus. La combinacion de
técnicas de aislamiento y evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas
y microbioldgicas han permitido obtener informacion valiosa sobre la
actividad antimicrobiana de los bacteriéfagos, y sus caracteristicas de
morfologia, composicion gendémica y su potencial aplicacion en la
salud publica, industria alimentaria y agricultura.

1) Matrices de aislamiento: Los ecosistemas ideales, en donde se
encuentran los bacteriofagos silvestres son aquellos donde se
encuentra una alta concentracion de carga bacteriana, estos son la
principal fuente de busqueda de estos virus altamente especificos.
Asi mismo, Y. Liao et al. [29] menciona que las cepas de
Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) son aisladas
con frecuencia de ambientes asociados con animales rumiantes
principalmente porque son el reservorio natural de STEC. Existen

2)

diversos factores que influyen en la frecuencia de aislamiento de
bacteriofagos en diferentes matrices como los factores
ambientales, temperatura, pH, la presencia de Dbacterias
hospederas, la humedad y la presencia de otros microorganismos.
En esta revision la mayor cantidad de bacteriofagos aislados
provienen de la matriz de alimentos [23] [35] [28], agua residual
o de rios [19], laboratorio clinico [14] y de heces animal.

Métodos de Aislamiento y purificacion: En general los articulos
describen el aislamiento de bacteriofagos a partir de diversas
fuentes como indica en la Tabla I y sus matrices de origen
representado graficamente en la Fig.2. Se utilizaron diferentes
cepas de E. coli resistentes a antibidticos especificos y aislados
clinicos de E. coli productores de ESBL [46]. En los 24 estudios
incluidos en la revision de metodologias de aislamiento, solo un
estudio [50] empleo el método de precipitacion y veintitrés
estudios utilizaron el método de filtracion estéril [32], [33], [34],
[35], [36], [37], [38], [39], [40], [41], [42], [43], [44], [45], [46],
[47], [48], [49], [51], [52], [53], [54], [55]. En cada una de las
ctapas del aislamiento los parametros utilizados con mayor
frecuencia fueron: En la primera etapa de centrifugacion, once
estudios realizaron el proceso a temperatura ambiente durante 5 a
10 minutos, con una fuerza centrifuga entre 5000g a 10000g [35],
[37], [38], [39], [41], [45], [46], [47], [49], [52], [54]. En cuanto
a la primera filtraciéon, doce estudios utilizaron filtros de
membrana con poros de 0.22 pm [36], [37], [38], [41], [45], [46],
[48], [49], [501], [52], [53], [55]. Respecto a la primera incubacion,
once estudios optaron por incubar a 37°C [33], [34], [35], [37],
[38], [40], [42], [44], [47], [49], [54]. Sin embargo, en la segunda
etapa de centrifugacion, once estudios no llevaron a cabo una
segunda centrifugacion [33], [34], [38], [39], [40], [42], [43],
[44], [48], [49], [53]. Por otro lado, ocho estudios [35], [37], [41],
[45], [46], [47], [52], [55] centrifugaron a temperatura ambiente
en un periodo de tiempo de 2 a 20 minutos en un rango de
centrifugacion de 5000g a 13000g. De manera similar, trece
estudios no realizaron una segunda filtracion [35], [38], [39],
[40], [41], [42], [43], [44], [46], [49], [50], [51], [53]. Sin
embargo, ocho estudios [34], [36], [37], [45], [47], [48], [52], [55]
realizaron una segunda filtracion por membrana de porosidad de
0.22 um. En cuanto a la segunda incubacién, diez estudios
consideraron incubar con un caldo nutriente blando (0.4% p/v)
sobre medio sélido nutriente (1.5% p/v) a 37°C [34], [35], [36],
[37], [38], [43], [46], [48], [52], [53]. En cuanto al método de
identificacion de lisis, los veintidos estudios utilizaron la técnica
de agar de doble capa y dos estudios utilizaron la técnica de placas
de lisis. Para la inoculacion, se agregaron cantidades
proporcionales en microlitros de cepas de E. coli y microlitros de
la suspension de bacteriéfagos en los veinticuatro estudios estas
proporciones fluctuaron entre 20:1, 10:1, 6:1 y 1:1. Y para el
almacenamiento, nueve estudios consideraron almacenar los
bacteriofagos a 4°C [32], [35], [38], [46], [48], [51], [52], [54],
[55]. En los 24 estudios incluidos en la revision de metodologias
de purificacion de bacteridfagos, dos estudios [35], [54]
emplearon el método de precipitacion y veintidos utilizaron el
método de filtracion estéril [32], [33], [34], [36], [37], [38], [39],
[40], [41], [42], [43], [44], [45], [46], [47], [48], [49], [50], [51],
[52], [53], [55]. Estos ultimos estan detallados en el diagrama de
flujo presentado en la Figura 6, comenzando con la mezcla
(resuspension), agitacion, centrifugacion, filtracion, inoculacion
e incubacion. Los estudios contemplaron repetir esta secuencia
tres veces hasta alcanzar una titulacion de bacteriéfagos >10°
UFP /ml para su posterior almacenamiento en nueve estudios
[32], [35], [38], [46], [48], [51], [52], [54], [55] consideran
almacenar los bacteriéfago a 4°C.
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3) Métodos de evaluacion: En los articulos analizados, los
bacteriofagos aislados involucraron diversas técnicas y criterios
para su evaluacion fisicoquimica y microbioldgica, lo que ha
permitido identificar nuevas cepas y comprender su potencial de
aplicacion en el control de bacterias patogenas. Ademas, la
evaluacion de la actividad antimicrobiana de los bacteri6fagos
contra cepas especificas de bacterias, como Escherichia coli
productora de toxina Shiga (STEC), ha proporcionado
informacion crucial sobre su eficacia y especificidad [41] [43-44].
Asi mismo, se han mostrado recientemente resultados
prometedores en el afio 2021 para tratar enfermedades en aves de
corral, reducir la contaminacion de los canales y mejorar la
seguridad de los productos avicolas [56].

4) Aplicaciones de bacteriofagos: En esta revision se explord las
aplicaciones de bacteriofagos en materias de terapia con
bacteriéfagos con modelo de larvas de Galleria mellonella [46], y
la técnica de incrustacion de bacteriofagos en hidrogel 3D [48],
asi como inmovilizacion por acoplamiento [51] y aplicaciones
para el biocontrol en la contaminacion alimentaria [35] [45] [55].
Esto demuestra la diversidad de las aplicaciones de los
bacteriofagos mas alla del simple aislamiento y caracterizacion.
Por otra parte, A. M. Al-Anany et al [57] en su estudio de revision
sistematica de eficacia, respalda el potencial de la terapia con
bacteriofagos como una opcion segura y viable para el
tratamiento de las infecciones de tracto urinario (UTIs).

Los investigadores destacan la valiosa informacion de los
bacteriofagos sobre su diversidad, propiedades y aplicaciones de
enfoques novedosos para combatir la E. coli resistente a los
medicamentos debido a su especificidad, eficacia y seguridad de los
bacteridfagos, convirtiéndolos en candidatos prometedores para el
control de bacterias patdgenas E. coli en diversos campos, desde la
salud publica hasta la industria alimentaria y la agricultura.

V. CONCLUSION

Este articulo resume de manera general una secuencia de pasos
para el aislamiento, purificacion y evaluacion de bacteriofagos contra
cepas especificas de E. Coli, teniendo en cuenta las principales pruebas
de naturaleza fisicoquimica y microbiologica usadas por distintos
investigadores del mundo en este campo. De manera general los
investigadores aislan bacteriofagos ambientales utilizando los métodos
de filtracion estéril en la etapa de aislamiento y purificacion, para su
posterior almacenamiento.

Las metodologias para aislar y purificar bacteriéfagos, asi como
las caracteristicas de los bacteriofagos para E. coli, abarcan una
variedad de técnicas, desde métodos microbiologicos tradicionales
hasta analisis moleculares y genomicos avanzados en bacteriéfagos
contra cepas especificas de E. coli reflejando el enfoque multifacético
adoptado por los investigadores en este campo.

El 76% de los bacteriofagos en la presente revision fueron
aislados en las matrices de alimentos 42% (21) y agua residual o de
rios 34% (17), siendo estas matrices en donde se aislaron la mayor
cantidad de estos virus ubicuos.

Los hallazgos presentados subrayan el potencial de los
bacteriéfagos como un camino prometedor para abordar los desafios
planteados por la Escherichia coli multidrogoresistente (MDR).
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