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Resumen

Antecedentes: Enterococcus faecalis esta asociado al fracaso del tratamiento de endodoncia
por su rol y capacidad de desarrollar una biopelicula en dentina, presentando resistencia al
hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones,sustancia utilizada en el proceso de
irrigacion, y al hidroxido de calcio utilizado como medicamento intraconducto; esta
resistencia aumenta a medida que la biopelicula madura, contribuyendo al papel
predominante Enterococcus faecalis en las infecciones periapicales persistentes. La
dificultad en el tratamiento contra Enteroccocus faecalis se ha atribuido a la falta de
estrategias para evitar la formacién de biopelicula y erradicarla. En la basqueda de otras
estrategias de tratamiento, se han probado fagos tipo bacteriéfagos capaces de incapacitar a
las bacterias formadoras de biopelicula, o a la prevencion de la proliferacion bacteriana por
medio de su lisis. Objetivo: Detectar fagos liticos contra Enterococcus faecalis en muestras
de aguas del rio Bogota. Métodos: Se realizé un estudio descriptivo experimental de corte
transversal y de caracter cualitativo, aplicando un muestreo por conveniencia para buscar
fagos con capacidad litica. Se utiliz6 el método de doble capa de agar, y se ensayaron 10
cepas de Enteroccocus faecalis de origen endoddntico provenientes de un estudio previo
(cada una por triplicado), con 5 muestras de agua provenientes de la Cuenca baja fuente el
Mufia, y 5 muestras de agua provenientes de la cuenca media fuente el Cortijo. Ademas, se
realizaron ensayos para evaluar la capacidad litica frente a cepas control de la especie en
estudio como:Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Enterococcus faecalis ATCC 700802, y
de otras especies que se encuentran en boca como: Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus mutans ATCC 25175, Leptotrichia bucalis
ATCC 14201. Resultados: En la cuenca media, no se encontraron fagos liticos contra las
muestras de Enteroccocus faecalis ni contra las cepas ATCC de control utilizadas. En la
cuenca baja los ensayos permitieron observar fagos liticos contra dos de las cepas de
Enteroccocus faecalis evaluadas, fagos que lisaron cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29213, y Streptococcus mutans ATCC 25175. Conclusion: Los fagos encontrados no son
especificos, se considera que son de amplio espectro, pero dado que solo lisaron bacterias
Gram positivas, probablemente es un fago que actla sobre &cido teicoico que es la molécula
normal de adherencia de fagos contra bacterias Gram positivas.

Palabras clave: Enteroccocus faecalis; fagos; fagoterapia.

Abstract

Background: Enteroccocus faecalis is associated with treatment failure due to its ability to
develop a biofilm in dentin, presenting resistance to sodium hypochlorite in different
concentrations as a substance used in the irrigation process and to calcium hydroxide used as
an intracanal medication, this resistance increases as the biofilm matures, contributing to the
predominant role of Enteroccocus faecalis in persistent periapical infections. The difficulty
in treatment against Enteroccocus faecalis has been attributed to the lack of strategies to
prevent biofilm formation and eradicate it. In the search for other treatment strategies,
bacteriophages have been tested capable of incapacitating biofilm-forming bacteria, or the



prevention of bacterial proliferation through its lysis. Purpose: Detect lytic phages against
Enteroccocus faecalis in water samples from the Bogota river. Methods: An experimental
descriptive cross-sectional study was carried out, and of a qualitative nature, applying
convenience sampling to search for phages with lytic capacity. The double agar layer 2
method was used, and 10 strains of Enteroccocus faecalis of endodontic origin from a
previous study were tested (each in triplicate), with 5 water samples from the lower Mufia
source Basin, and 5 water samples from the El Cortijo half source basin. In addition, trials
were conducted to evaluate the lytic capacity against control strains of the species under
study, such as Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Enterococcus faecalis ATCC 700802,
and other species found in the mouth such as Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Escherichia coli (ATCC 25922), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Leptotrichia bucalis
(ATCC 14201). Results: In the middle basin the tests carried out were negative for all strains
tested and no lytic phage were found against the Enteroccocus faecalis samples or against
the control ATCC strains used. In the lower basin the tests allowed to observe that in two of
the samples of Enteroccocus faecalis evaluated lytic phages were found. Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), y Streptococcus mutans (ATCC 25175). Phage lysed ATCC strains
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), y Streptococcus mutans (ATCC 25175).
Conclusion: The phages found are not specific, they are considered to be broad spectrum,
but since they only lysed Gram positive bacteria, it is probably a phage that acts on teicoic
acid that is the normal molecule of phage-positive phage adhesion.

Keywords: Enteroccocus faecalis; phages; phage therapy.

Introduccion

El principal factor asociado con el fracaso en endodoncia es la persistencia de
microorganismos en el sistema de conductos radiculares, los cuales sobreviven a los
procedimientos biomecanicos o debido a la invasion por medio de filtracion coronal *.
Enterococcus faecalis esta asociado a lesiones secundarias persistentes como fracaso del
tratamiento de endodoncia por su capacidad de desarrollar una biopelicula en dentina,
presentando resistencia al hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones, sustancia
utilizada en el proceso de irrigacion y al hidroxido de calcio utilizado como medicamento
intraconducto e incluso resistente a la defensa del huésped *2, la cual aumenta a medida que
la biopelicula madura. Su presencia es mas comun en lesiones secundarias junto a otros
microorganismos, en donde los conductos radiculares que muestran una obturacion
deficiente proporcionan espacio y nutricion, creando un ambiente anaerobio facultativo ideal
para el crecimiento de Enterococcus faecalis, bacteria anaerobia facultativa, mientras que
una obturacion totalmente hermética crea un ambiente anaerobio estricto que no favorece la
supervivencia y el crecimiento del Enterococcus faecalis 2, el tratamiento de endodoncia
deberia crear un sistema de conducto estéril lo que indudablemente es imposible *°.

La microbiota de los conductos radiculares tratados endodonticamente difiere de la
microflora de conductos no tratados. La prevalencia reportada de Enterococcus faecalis en
conductos radiculares obturados con periodontitis apical persistente es del 70%, en donde
pueden sobrevivir durante al menos 6-12 meses en un ambiente donde los nutrientes son



escasos.? Enterococcus faecalis es una bacteria anaerobia facultativa Gram positiva
comensal, capaz de desarrollar monoinfecciones sin el apoyo de otras especies; habitante
normal en cavidad oral, del tracto gastrointestinal y genitourinario. °® Es reportado un 65-
80% de infecciones de Enterococcus que son atribuidas a diferentes factores como resistencia
antibidtica o al rapido desarrollo de resistencia, por medio de mutacion o por la adquisicion
de plasmidos o transposones que contienen codificacion genética, también por su capacidad
de formar una biopelicula, presencia de proteinas de superficie y enzimas sintetizadas. 4 738

Por medio de métodos de deteccién microbiana se ha observado que el Enterococcus faecalis
constituye un pequefio porcentaje de la microflora en dientes con lesion periapical sin
tratamiento previo o lesion primaria, por otro lado, es la especie bacteriana que se aisla con
mayor frecuencia en infecciones secundarias o persistentes con presencia de lesion
periapical. -9

La virulencia de un microorganismo esta regulada por genes codificadores de virulencia
presentes en su genoma en regiones especiales, que se denominan islas de patogenicidad
(PAI, siglas en inglés pathogenicity islands). EI PAI de Enterococcus se identifico por
primera vez en el genoma de la cepa resistente a maltiples farmacos de Enterococcus faecalis
[MMH594] que habia provocado un brote de infeccion nosocomial en la década de 1980. 1
Los factores de virulencia codificados dentro del PAI de Enterococcus faecalis son antigeno
A (efaA), enzimas proteoliticas como la hemosilina (cylA), gelatinasa, serina, adhesinas
como la proteina extracelular de superficie (esp), sustancias de agregacion (asa), Yy
componente superficial de la matriz del colageno (ace), capsula, polisacarido de la pared
celular y superoxido. %11 La hemosilina es una proteina citolitica con accién p hemolitica
capaz de lisar eritrocitos humanos y presenta accion bactericida contra otras bacterias gram
positivas. 10 La gelatinasa es una metaloproteasa hidrofobica capaz de hidrolizar colageno,
caseina, hemoglobina y otros péptidos, ademas favorece a la formacion de biopelicula. Se ha
demostrado que las cepas productoras de gelatinasa de Enterococcus faecalis contribuyen a
la virulencia de la endocarditis.*3%1° La hialuronidasa es una enzima degradativa que esta
asociada a la destruccién de tejido y facilita que Enterococcus faecalis y sus toxinas se
distribuyan por el tejido del huésped. ** La proteina de superficie enterocdcica (esp) es una
proteina asociada a la pared celular en aislados de Enterococcus faecalis que favorece la
adhesion, colonizacion y a la formacion de biopelicula, aunque estudios mencionan que la
formacion de ella resulta independiente de esta proteina. "% La sustancia de agregacion
(asa) es una proteina de superficie que promueve la formacién de agregados durante la
conjugacion bacteriana y promueve el contacto celular con las células del hospedero,
incluyendo la adhesion a proteinas de matriz extracelular, la presencia de estas sustancias de
agregacion impide su fagocitosis. EI componente superficial de la matriz adhesiva del
colageno (ace) se relaciona estructural y funcionalmente con la adhesion. Los aislados de
Enterococcus faecalis del torrente sanguineo son Unicos en su capacidad para producir
superoxido cuya produccion aumenta la supervivencia de Enterococcus faecalis.*®

Los bacteriofagos fueron descubiertos en 1896 por Ernest Hankin como por Gamaleya en
1898, ya en 1917 Frederick Twort fue el primero en reportar su capacidad litica. Por otro
lado, los bacteriéfagos fueron oficialmente nombrados en 1917 por Felix d’Herelle. Estos son
virus que infectan y lisan bacterias de manera especifica, provienen de la palabra “bacteria”
y “fagein” que significa comer o devorar. 2 Los bacteriéfagos del género Enterococcus



pertenecen a tres familias del orden Caudovirales, las cuales son: Myoviridae con cola rigida,
larga y contractil; Podoviridae con cola no contractil y corta, y Siphoviridae con cola no
contractil, larga y flexible. 1314 Son paréasitos obligados que utilizan a su hospedero bacteriano
para replicarse, influyendo directamente en las redes ecoldgicas de las comunidades
polimicrobianas, reconocen con alta especificidad la superficie de la célula bacteriana,
inyectan su DNA o RNA, se multiplican y se ensamblan dentro de la bacteria, con el fin de
romper la célula bacteriana y liberar su progenie, la cual infectard nuevas células bacterianas.
512 E| contacto inicial entre un bacteriofago y la bacteria se da por difusion, colision o
adhesion. Se replican mediante dos ciclos, el ciclo litico y el ciclo lisogénico. >!° En el ciclo
litico, los bacteri6fagos se unen a receptores especificos en la superficie bacteriana, estos
receptores son los lipopolisacéridos, &cidos teicoicos, proteinas o incluso flagelos. Una vez
unido al receptor de la bacteria, la cola del bacteriéfago se contrae, esto se da con la ayuda
del ATP presente en la cola, el material genético se introduce dentro del citoplasma de la
bacteria. La pared bacteriana es destruida mediante un dominio lisosomal. El ingreso a la
bacteria de mas particulas liticas, se da a través de enzimas liticas producidas por los
bacteriofagos, mediante un sistema llamada holina-endolisina, la holina forma agujeros en la
membrana bacteriana, lo cual permite que las endolisinas lisen al peptidoglicano de la pared
celular de la bacteria. ® Estas enzimas liticas pueden ser N-acetilmuramidasas, endo-beta-N-
acetilglucosaminidasas, = N-acetilmuramoil-L-alanina  amidasas, endopeptidasas o
transglicosidasas liticas. '®!" Mientras se da el ciclo litico, se acumulan proteinas
estructurales de la particula viral y generan nuevas copias del genoma, todo esto resulta en el
ensamblaje de particulas fagicas que lisan la bacteria y se liberan al medio. °® En el ciclo
lisogénico, el &cido nucleico del fago se inserta en el cromosoma bacteriano y se replica como
si fuera un gen mas de la bacteria, el fago integrado recibe el nombre de profago y se mantiene
en estado lisogénico, multiplicandose junto con el DNA bacteriano. *°

La fagoterapia es la aplicacion de bacteriofagos para el control y eliminacién de bacterias
patdgenas. Presenta multiples ventajas, entre las cuales: el nimero de fagos crece
exponencialmente en contacto con la bacteria especifica, esto proporciona un efecto positivo
en el sitio de infeccion; un so6lo fago puede llegar a ser suficiente para destruir una bacteria
determinada; los bacteri6fagos tienen la capacidad de mutar, combatiendo asi la resistencia
que podrian presentar las bacterias ante ellos; el tratamiento con bacteriéfagos no genera
efectos secundarios ni nocivos, ya que los fagos presentan alta especificidad a los receptores
de la superficie bacteriana, afectando Gnicamente a la bacteria blanco, ademas, no afectan a
las células eucariotas y presenta una capacidad de replicacion tan larga como el tiempo que
esté la bacteria en el hospedero; *8 la fagoterapia es un procedimiento relativamente rapido;
presentan alta especificidad, llegando a ser cepa-especificos; los bacteriéfagos que realizan
ciclo litico son agentes bactericidas;® los bacteri6fagos son faciles de aislar, al ser bacterio-
dependientes, pueden ser encontrados en cualquier sitio donde se encuentren bacterias, y cada
bacteria puede tener hasta cien fagos; poseen capacidad de destruccion de biopelicula,
infectan bacterias presentes en la superficie de la biopelicula y pueden replicarse formando
nuevos fagos. 8 Existen varias formas de administracion de los bacteri6fagos: la via oral en
forma de suspensién, consiste en administrar fagos tres veces al dia después de cada comida,
la neutralizacion del &cido gastrico se hace mediante la administracion de agentes como
bicarbonato de sodio o mediante agua mineral bicarbonatada; via local, consiste en aplicar
bacteriofagos localmente en las areas infectadas como en la mucosa nasal, ocular y en la oreja
y por ultimo, por via intravenosa. Ademas, los bacteriéfagos se encuentran en cremas,



tapones, aerosol y enjuagues.

Existen pocos estudios del uso de fagoterapia contra Enterococcus faecalis. Entre los
bacteriéfagos estudiados en odontologia tenemos: El fago EFDGL1 aislado de aguas
residuales, tiene la capacidad de eliminar el biopelicula causada por la bacteria, se ha
observado que este fago elimina la biopelicula después de 7 dias.!® Otro fago aislado con
capacidad litica es el fago EFLKZ1, aislado igualmente de aguas residuales, eliminando cepas
resistentes. EFLK1 contiene un genoma circular, DNA con una alta capacidad de replicacion
y presenta componentes importantes como DNA polimerasa, dos DNA helicasas, DNA
maturase A, tres DNA exonucleasas, resolvasa, primasa, RNA polimerasa. El fago ¢Ef11l
muestra eficacia en la eliminacion de Enterococcus faecalis; mediante estudios se ha creado
un fago secuenciando el genoma de ¢Ef11, dando lugar al fago ¢Ef11/ FL1C(A36)PnisA,
el cual resulta ser mas agresivo y viable en la fagoterapia. 2* Lo que indica que la fagoterapia
es una alternativa eficaz para la eliminacion de Enterococcus faecalis presentes en los
conductos radiculares. Existen otros fagos como IME-EFI y phiEF24C. 1°

A pesar de que la fagoterapia fue introducida a principios del siglo XX no es una terapia
implementada en la actualidad en odontologia, esto se debe al auge de los antibidticos, al
temor de posibles genes dafiinos y al desconocimiento de si los bacteriofagos ademas de lisar
al Enterococcus faecalis, lisan bacterias de la microbiota oral normal causando un dafio
bioldgico y funcional. 1°

El presente estudio busca detectar fagos liticos contra Enterococcus faecalis en muestras de
aguas del rio Bogota, con el fin de que en un futuro pueda ser utilizada esta terapia para evitar
la formacion de biopelicula producida por Enterococcus faecalis y reducir los fracasos
endodonticos producidos por esta bacteria.

¢Existen bacteridéfagos contra Enterococcus faecalis en las aguas residuales del rio Bogota?
Materiales y métodos

Se sigui6 la metodologia propuesta por Clokie y colaboradores en el 2009 2. Se recolectaron
5 muestras de agua de la cuenca media del rio Bogota en la estacion de muestreo en el Cortijo
(N 04°43°44.0” W 074°07°36.2”), localizada en el occidente de la ciudad de Bogota. Las
muestras se tomaron en el denominado Puente de Guadua en el sector de la calle 80 de la
ciudad de Bogota. En este punto el rio ha recorrido las provincias de Almeidas y Sabana,
Centro del norte del Departamento de Cundinamarca y el norte de Bogota y ha recibido las
aguas residuales de la estacion, recibe el efluente de la planta de tratamiento de aguas
residuales (PTARD) El Salitre que trata las aguas residuales domésticas del norte de la ciudad
de Bogota, aguas con un grado de contaminacion que puede contener suficientes fagos contra
varios tipos de bacterias. En la cuenca baja del rio Bogota. Se recolectaron 5 muestras en la
Estacion de muestreo Peaje El Nuevo Salto - EI Mufia, localizada en el kilémetro 2.4 Via
Chusaca — El Triunfo en la vereda El Charquito del municipio de Soacha, un kilometro
adelante del peaje EI Nuevo Salto y del Embalse del Mufia localizado al sur de Bogota. En
este punto el rio ha pasado por los municipios de las provincias de Almeidas y Sabana Centro
del norte y por la ciudad de Soacha - Bogota y ha recibido una fuerte descarga de agua
fuertemente contaminada con residuos domésticos, e industriales, lo cual aumenta la



posibilidad de aislamiento de fagos bacterianos. De cada una de las cuencas se recolectaron
5 muestras y de cada una de las muestras se recolectaron 5 litros. La recoleccion se realizo
en garrafones de propileno estériles que sélo se destaparon al momento de su uso y la
recoleccion de agua se realizo a 2 metros de la orilla del rio y a 30 cms de profundidad, se
sumergio el recipiente boca abajo y posteriormente se dirigio la boca contra la corriente. Al
cerrar los garrafones se dejo un espacio de al menos 2,5 centimetros para facilitar la mezcla
y aireacion de la muestra. Para su transporte, la muestra se conservo en frio menor a 10°C en
neveras especializadas de transporte. Las aguas fueron procesadas inmediatamente se llegd
al laboratorio. Es pertinente mencionar que de acuerdo al decreto 1376 de 2013 para haber
realizado la recoleccion de muestras que contengan especimenes, el investigador principal se
encuentra amparado por el permiso marco de recoleccion de especimenes de especies
silvestres de la Diversidad Bioldgica con fines de investigacion cientifica, otorgado a la
Pontificia Universidad Javeriana.

Con respecto al procesamiento de las muestras de aguas contaminadas, para obtener el
contenido fagico de los 5 litros de agua, se elimin6 previamente cualquier sustancia o
molécula que pudiera causar interferencia como son compuestos de alto peso molecular como
proteinas, células eucariotas, residuos orgéanicos y otros. Para cumplir con este paso, se
empled la técnica de filtracion por membrana propuesta por Duran y colaboradores en el afio
2002 que se contextualiza de la siguiente forma: 23

e De cada una de las muestras de agua se tomd 1 litro, y se centrifugo en varios frascos
a 5100 x g a 4°C durante 30 minutos, en una centrifuga de Marca IEC modelo B-22M.
El sedimento que contiene residuos de alto peso molecular se descartd y el
sobrenadante obtenido que contiene elementos de bajo peso molecular, entre ellos,
posibles fagos, se transfiri6 a un frasco de propileno limpio, estéril y libre de
contaminacion quimica. Este sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de 0,22
pum (Millex-PES, Millipore, Bedford, MA, USA).

e El filtrado que corresponde a la muestra que puede contener fagos se recolect6 en un
solo frasco y se utilizé para realizar de manera inmediata el screening para fagos y
alicuotas adicionales se guardaron en nevera a 4°C por no més de 24 horas.

Con respecto a la preparacion de inoculos bacterianos, huéspedes para el fago se usaron cepas
obtenidas de origen endodontico: 10 cepas de Enterococcus faecalis previamente ya
identificadas por MALDI-TOF en un proyecto anterior, y que presentan un elevado perfil de
resistencia a antibidticos y expresan genes de virulencia para formar biopelicula fueron
utilizadas para el screening contra el filtrado de agua obtenido. Las cepas utilizadas provienen
de un proyecto anterior que cuenta con el aval para su uso, de los comités de ética de la
facultad de Odontologia y Facultad de Ciencias, asi como las firmas de los respectivos
consentimientos informados. Cada una de las cepas de manera individual se cultivaron en
Caldo Enterococos (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA) y
siguiendo la metodologia de Covo y colaboradores del afio 201624, se incubaron de 2 — 12
horas a 37°C en agitacion continua para obtener una bacteria en fase de crecimiento
logaritmico. A partir de las 2 horas se empezaron a tomar alicuotas de las bacterias en el
caldo y se midio la absorbancia en un espectofotémetro a 600-620nm (Termo scientific), la
cual estuvo entre 0,200 £ 0,020 correspondiendo a una concentracion de 3x108 UFC/ml.



De esta manera, en los pasos previos se obtuvo, por un lado, la fuente de fagos (agua filtrada)
y la bacteria hospedera de los fagos (Enterococcus faecalis de origen endodéntico).

Para el aislamiento de los bacteriofagos se realiz6 una técnica cualitativa para determinar la
presencia de fagos liticos contra Enterococcus faecalis siguiendo la metodologia
recomendada por la American Public Health Association en el afio 2005,%° con algunas
modificaciones:

Cada filtrado se mezcld con cada una de las cepas de Enterococcus faecalis en
crecimiento logaritmico y cada uno fue probado en 3 cajas. Esto implicé que cada
filtrado fue probado con 10 cepas de Enterococcus faecalis y de cada mezcla se
utilizaron 3 cajas para aislar fagos, lo cual dié un total de 60 cajas para cada muestra
y como son 10 muestras serd un gran total de 600 cajas.

Previo al aislamiento del fago se prepar6 en tubos, una solucién de Agar Chromocult
Enterococci (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA) que
se mantuvo en estado semisolido a 45-50°C.

De esta forma para el aislamiento de los fagos se tuvieron listos 3 elementos a
emplearse: Agua filtrada, de Enterococcus faecalis a 3x108UFC/ml y Agar
semisolido.

Para la técnica de aislamiento, se vertié en un tubo de ensayo estéril 1 ml de la bacteria
a 3x108UFC/ml, 1 ml del filtrado de agua y 5 ml de medio semisdlido. Se vertieron
sobre la caja Petri estéril y se mezclaron suavemente haciendo que cubra toda la base
de la caja. Se dej6 solidificar, y una vez solidificado se cubrié esta mezcla con una
nueva caja de agar semisolidificado (10-15ml aproximadamente). Una vez
solidificada la segunda capa, la mezcla filtrado/bacteria se incub6 a 37°C por 48 horas
en microerofilia, y pasado el periodo de incubacion se observo la presencia de fagos
liticos en la mezcla. Por cada muestra se sembraron 3 cajas bajo el mismo proceso.

La lectura de la prueba se efectué siguiendo la metodologia de Azeredo y
colaboradores del afio 2008, % para la cual se determin6 la presencia / ausencia de
fagos mediante la formacion de calvas. Si el fago no corresponde a Enterococcus
faecalis, no hay lisis y se observo el crecimiento de la colonia de Enterococcus
faecalis. Pero si el fago al corresponder a la bacteria, se replicé dentro de la bacteria,
observandose un halo transparente de lisis en la caja.

Para realizar las pruebas de especificidad se tomaron las muestras de agua que dieron
positivas y fueron enfrentadas a varios tipos de bacterias.

Se realizaron ensayos para evaluar la capacidad litica frente a cepas control de la
especie en estudio como son cepas Enterococcus faecalis (EF) ATCC 29212 (no
litica), EF ATCC700802 (litica) y de otras especies que se encuentran en boca como
son Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922),
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Leptotrichia buccalis (ATCC 14201). Este



paso fue necesario, pues el objetivo era encontrar un fago que solo lise a Enterococcus
faecalis, pues si lisa otro tipo de bacteria puede afectar la microbiota oral normal,
alterando las funciones que cumple.

e Para cada una de estas bacterias se efectud el procedimiento anteriormente
mencionado con Enterococcus faecalis con la Unica diferencia, que el medio de
cultivo permitia el crecimiento de estas bacterias usando un TSA (Agara tripticasa
soya suplementado).

Para el analisis de resultados se realizé un analisis descriptivo estableciendo presencia o
ausencia de fagos en las muestras procesadas, y verificando si existid lisis especifica de
Enterococcus faecalis.

Resultados

La Tabla 1 ilustra los resultados obtenidos en los diferentes ensayos, donde podemos
observar los resultados en cada una de las cuencas, para cada una de las tres réplicas que se
realizaron, observandose positivas Unicamente en muestras de la Cuenca baja del rio Bogota.

Es asi como en la cuenca media los ensayos realizados resultaron negativos para todas las
cepas testeadas y no se encontraron fagos liticos contra las muestras de Enterococcus faecalis
ni contra las cepas ATCC de control utilizadas, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la cepa
Enterococcus faecalis ATCC700802.

Tabla 1. Aislamientos de fagos obtenidos en cada una de las cuencas testeadas frente a
10 cepas de Enterococcus faecalis de origen oral, para una de las 5 muestras de agua
tomadas.

Cepa de | Cuenca media — El cortijo Cuenca baja - Mufia
E.faecalis
Agua | Agua | Agua | Agua | Agua | Agua | Agua | Agua | Agua | Agua
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
No 01 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 02 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 03 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 1-0-0
No 04 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 05 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 06 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 07 0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-1-1 | 0-0-0 | 0-0-0




No 08 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 f 0-0-0 | 0-0-0 A 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 09 0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0
No 10 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 |0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0 | 0-0-0

*En la parte superior, las cuencas. Cada columna corresponde a una muestra de agua utilizada, y en cada fila, los nimeros indican las 3 réplicas

realizadas, donde 0=negativo, 1 = positivo.

En la cuenca media del rio Bogota no se aislaron fagos liticos. En la cuenca baja se
observaron fagos liticos en 2 de las 3 cajas de la muestra de agua 3 y la cepa de Enterococcus
faecalis 7, y en una de las tres cajas de la muestra de agua 5 con la cepa 3. (Tabla 1, Figura

1y?2)

Figural. Calvas de lisis homogéneas observadas en una de las cajas del ensayo por triplicado



Figura 2. Calvas de lisis observadas en dos de las cajas donde se evidenci6 presencia de fagos liticos contra Enterococcus faecalis.

Como parte del control de calidad, los ensayos que resultaron negativos, fueron sometidas a
tres nuevos procesos (Figura 3): El agua recolectada filtrada, tanto sedimento como
sobrenadante volvieron centrifugarse y filtrarse, se repitieron los ensayos con las dos nuevas
fracciones. Se usaron nuevamente 3 réplicas por 5 muestras por cada Enterococcus faecalis
que dio negativo, tanto en sedimento como en sobrenadante.

De igual forma, se realiz6 un segundo tipo de ensayo consistente en el preenriquecimiento
de las aguas estudiadas segin la metodologia de Matsusaki, 2018 2’ para organismos
fastidiosos, que utiliza un preenriquecimiento bacteriano, donde por cada 10ml de agua se
adicionaron 3 ml de cultivo de Enterococcus faecalis en fase exponencial. Y a partir de esta
muestra enriquecida se repiten los ensayos por la metodologia ya descrita, American Public
Health Association en el afio 2005 2°.

Adicionalmente, se realizd un screening rapido de bacteri6fagos activos mediante la prueba
de Spot y la prueba de Streak (Figura 3). En este caso, sobre pruebas en las cuales ya se ha
realizado el método de doble capa de agar, se siembran sobre la capa, 3,0ul (Spot) o 10ul
(Streak), y en el primer método se dejan libres sobre el medio y en el segundo caso se
esparcen con un asa realizando siembra en estria, y se reincuban las cajas por 3 dias a 37°C
en microaerofilia (Fernandez y col, 2017; Gaviria y col, 2012) 28 (Figura 3)

La prueba de Spot se lee como positiva, por la presencia de manchas en el sitio de siembra,
en tanto que en la de Streak se ven lineas de lisis alrededor de las estrias.
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Figura 3. Ensayos confirmatorios realizados para verificar la negatividad de fagos liticos contra Enterococcus faecalis

Verificada la negatividad de las muestras, se siguid trabajando con las muestras que
resultaron positivas, con el fin de verificar la especificidad de los fagos. Para tal fin, se
tomaron alicuotas de las muestras de aguas que dieron positivas contra las dos cepas de
Enterococcus faecalis y se hicieron dos tipos de ensayos; un ensayo cualitativo indirecto, y
uno cualitativo directo. En el primer ensayo, las muestras de aguas que mostraran fagos con
actividad litica, fueron testeadas contra Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus
faecalis ATCC700802, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Leptotrichia bucalis ATCC 14201. En el ensayo
cualitativo directo, a diferencia del anterior, las bacterias no eran enfrentadas a las muestras
de aguas que dieron positivas, sino fueron enfrentadas directamente al fago aislado. Técnicas
que corresponden a un protocolo que nos permite inferir que tan especifico es el fago o no.

Bajo la metodologia indirecta propuesta, Apha, 2005, > en el cual se seleccionaron
unicamente las dos muestras de la cuenca baja que resultaron positivas ante Enterococcus
faecalis, en este caso la muestra de agua 5 que dio positiva contra la cepa 3, y la muestra 3
que dio positiva contra la cepa 7 (Tabla 1), se probaron ante otras cepas bacterianas ATCC
diferentes a Enterococcus faecalis, con el fin de verificar si estas agua contenian fagos que
eran especificos para Enterococcus faecalis, actuaban contra otras cepas, para la cual se
enfrentaron a cepas bacterianas que pueden estar en cavidad bucal como Streptococcus
mutans, Escherichia coli, Leptotrichia bucalis, Staphylococcus aureus entre otros (Tabla
2).



Los resultados mostraron que las alicuotas de agua de la Cuenca baja donde se aislaron los
fagos contra Enterococcus faecalis, presentaban actividad litica contra otros
microorganismos, pero los resultados no eran uniformes ni reproducibles, los controles no
funcionaban adecuadamente, las réplicas fueron realizadas en una sola alicuota y arrojaba
resultados diferentes, el agua utilizada correspondia a una alicuota que llevaba méas de 1
semana en nevera, aspecto que probablemente disminuyo la vida media del fago en agua, o
hizo que el agua perdiera sus condiciones optimas de pH, descongelamiento, solubilidad y
precipitacion, e isotonicidad mostraban cambios una vez se refrigeraba, cambios que pueden
influir en la sobrevida del fago y la bacteria (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayos de especificidad indirecto, utilizando las muestras de aguas que contenian fagos liticos de Enterococcus faecalis

contra las cepas ATCC.

Cepa ATCC Agua 3 Cuenca baja Agua 5 Cuenca Baja
E.faecalis ATCC 29212 0-0-0 0-0-0

E.faecalis ATCC700802 0-0-0 0-0-0
Staphylococcus aureus ATCC | 0-1-0 1-1-0

29213

Escherichia coli ATCC 25922 0-0-0 0-0-0

S. mutans ATCC 25175 0-0-0 0-1-0

Leptotrichia bucalis ATCC 14201 | 0-0-0 0-0-0

La tabla muestra en las columnas, las cepas ATCC utilizadas para probar especificidad, contra la muestra de agua positiva para los ensayos

cualitativos, en las filas los resultados de las tres réplicas donde 0 = no litico, 1= litico.

Debido a lo anterior se incluyé una nueva metodologia, una deteccion directa segun la
metodologia de lisis confluente, consistente en enfrentar las cepas diferentes a Enterococcus
faecalis contra el fago directo y no contra el agua donde este fue aislado. Para tal fin, debia
extraerse el fago del agar positivo original, y enfrentarlo directamente con cada
microorganismo, a través de dos métodos: el de capa doble ya probado y hacer un nuevo
ensayo en medio liquido, debido a que teniamos calvas que eran compatibles con fagos
lisogénicos y no liticos, y esto se podia apreciar mejor en el medio liquido. La lectura se
efectud de acuerdo a la metodologia de Ramirez y Leopardo 2016 3, mirando calvas en el
medio sélido como por turbidez/claridad del medio liquido.

Se prepararon 10 ml de cultivo bacteriano de cada una de las dos cepas inductoras (cepas que
resultaron positiva por la metodologia de calvas), y de cada una de las cepas ATCC a
probarse, las cuales se incubaron en caldo BHI hasta obtener la fase logaritmica de 3x10°
UFC/ml en cada una de ellas. Simultdneamente se tomaron 3 calvas de las que eran
compatibles con actividad litica y 3 calvas de las que eran compatibles con actividad
lisogénica, haciendo una mezcla de cada una de ellas. Para sacar el fago, se perforé el agar
con un capilar, y la masa obtenida se triturd bajo esterilidad en caldo BHI, posteriormente se



centrifugdé a 3000g por 5 min y se tomo el sobrenadante, descartandose en precipitado del
agar. Posteriormente, para cada bacteria, se usé una fiola liquida y tres cajas para agar en
capa doble. Para la prueba liquida, en fiola estéril, se tomaron 0,1ml de la suspension de
bacteriofagos y se enfrentaron a 0,5 ml de las bacterias en fase exponencial, y se incubaron
48-72h 37°C en microaerofilia. Simultaneamente se repitio la técnica de doble capa de agar,
tomando 1 ml de concentrado de la bacteria y se mezclé con 5 ml de la suspension de
bacteriéfagos y se incubado 48-72 horas 37°C microaerofilia.

Tabla 3. Ensayos de especificidad directo, utilizando concentrado de fagos liticos de Enterococcus faecalis contra las cepas ATCC.

Cepa ATCC Agua 3 Cuenca baja Agua 5 Cuenca Baja
Doble capa | Liquido Doble capa Liquido

E.faecalis ATCC 29212 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
E.faecalis ATCC700802 0-1-1 0-1-1 0-1-0 0-1-0
Staphylococcus aureus ATCC | 0-1-1 0-1-1 0-1-0 0-1-0
29213

Escherichia coli ATCC 25922 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
S. mutans ATCC 25175 0-0-0 0-1-0 0-0-0 0-0-0
Leptotrichiabucalis ATCC 14201 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0

La tabla muestra en las columnas, las cepas ATCC utilizadas para probar especificidad, contra la muestra de agua positiva para los ensayos cualitativos, en

las filas los resultados de las tres réplicas donde 0 = no litico, 1= litico.

Los resultados permitieron observar, que las calvas inicialmente encontradas como
lisogénicas, volvian a presentar en medio de cultivo sélido el ojo de buey con un punto central
y que la muestra simultanea en liquido presenta diferentes grados de turbidez.

En las muestras de caréacter litico, se observd que las Calvas eran totalmente transparentes
sin otra morfologia adicional, y en el medio liquido, estos tubos, a partir de las 48 horas se
empezaban a volver totalmente transparentes, confirmando asi la lisis por el fago. A
diferencia de los resultados anteriores se observo que los controles de Enterococcus faecalis
positivo y negativo funcionaron correctamente.

Al comparar, los resultados entre las diferentes cepas, se pudo observar que los fagos liticos,
no era especificos para Enterococcus faecalis, pues también causaron lisis a Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans pero no lo hizo contra Escherichia coli ni Leptotrichia bucalis,
lo cual permite inferir, que probablemente eran fagos de amplio espectro contra Cocos Gram
positivos.



Discusién

No existe suficiente literatura acerca de la fagoterapia aplicada en endodoncia, por ello este
estudio decidio aislar fagos a partir de aguas residuales basandose en el estudio de Khalifa y
colaboradores del afio 2015 *°, en donde el aislamiento de fagos a partir de aguas residuales
contra Enterococcus faecalis fue positivo.

Al necesitar aguas residuales altamente contaminadas se trabajé con aguas provenientes de
la cuenca media y baja del rio Bogot4, no se utiliz6 agua de la cuenca alta, ya que de acuerdo
al informe del estado de calidad hidrica de la Jurisdiccién de la corporacion autdbnoma
regional del afio 2008, la cuenca alta presenta un estado relativamente bueno en cuanto a sus
pardmetros fisicos y bioldgicos, como el grado de oxigenacion que es suficiente para originar
procesos aerébicos que ayudan a la autodepuracion del agua. Por otro lado, la cuenca media
y baja presentan altos niveles de materia organica, nutrientes, baja oxigenacién, alta
concentracion de patégenos y recibe efluentes domésticos e industriales altamente
contaminados, impidiendo su auto recuperacion, generando un ambiente anaerobio
disminuyendo procesos bioldgicos. Debido a esto, la cuenca baja del rio Bogota fue positiva
al aislamiento de fagos liticos en este estudio. A diferencia del agua proveniente de la cuenca
media que recibe agua altamente contaminada, pero a su vez recibe el efluente de la Planta
de tratamiento de aguas residuales domésticas (PTARD) el Salitre, siendo negativa al
aislamiento de fagos liticos. Confirmando lo que se buscaba al utilizar dos fuentes diferentes
de agua con diferente grado de contaminacion, como se menciona en el articulo del 2017 de
la Revista de la Facultad Nacional de Salud Publica de Colombia ?°, que la presencia o
aumento de bacterias, parasitos, virus y hongos en el agua surge usualmente por efecto
directo o indirecto de cambios en el medio ambiente y en la poblacion tales como
urbanizacion no controlada, crecimiento industrial, pobreza y la disposicion inadecuada de
excretas humanas y animales.

En la cuenca baja los ensayos permitieron observar que en 2 de las muestras de Enterococcus
faecalis testeadas se encontraron fagos liticos. En una muestra en solo una de las cajas del
ensayo por triplicado se observé la presencia de pocas calvas que tenian por caracteristica ser
homogéneas en su lisis, presentando calvas similares en su morfologia y tamafio. Este aspecto
es importante porque descarta que se tratara de alguna bacteriocina o antibiotico, en cuyo
caso no se hubiera observado un namero discreto de placas de lisis nitidas, sino un patron de
lisis difuso. (Figura 1) En una segunda muestra se observaron calvas en 2 de las 3 cajas, en
este caso, el método de la doble capa de agar permitio determinar la naturaleza del agente
productor de las placas de lisis. La observacion macroscopica y fotografica nos permitié
apreciar presencia de fagos liticos con las siguientes caracteristicas: multiples calvas de lisis
de Enterococcus faecalis en toda la caja; calvas no son uniformes en tamano y morfologia.
Se observaron dos tipos de morfologia. Unas calvas pequefias totalmente liticas (Figura 1)
las cuales corresponden a un fago litico, de acuerdo a lo descrito por Azeredo 2008 6. Un
segundo tipo de calva fue observado, y corresponde a placas opacas o con un desarrollo
bacteriano central en forma de ojo de buey, los cuales de acuerdo a la literatura corresponden
a un fago lisogénico (Lopardo, 1980)* (Figura 2).



Los anteriores resultados se deben a que los fagos liticos se unen a receptores especificos de
la bacteria, introduce su material genético en el citoplasma bacteriano, libera enzimas liticas,
acumula proteinas de la particula viral, genera copias del genoma, resultando en el
ensamblaje de particulas fagicas que lisan a la bacteria.> Mientras que los fagos lisogénicos
insertan su &cido nucleico y se replican como si fueran un gen mas de la bacteria, sin causar
lisis. 1

En este estudio con el fin de confirmar que las respuestas negativas no correspondieron a un
defecto técnico se realiz6 un segundo ensayo consistente en el preenrriquecimiento de las
aguas estudiadas segun la metodologia de Matzusaki 2018, 2’ y screening de bacteriéfagos
activos mediante la prueba de Spot y Streak 28 ya que se ha observado que algunos casos las
muestras de aguas pueden tener fagos, pero estos no alcanzan a difundirse y propagarse en el
hospedero quedando libres en el medio. A diferencia de otros estudios como los de Khalifa
y colaboradores del afio 2015 *° en donde no realizan segundos ensayos para confirmar la
verdadera negatividad de las muestras, donde probablemente hay falsos negativos, por esto
Matzusaki 2015 2, Fernandez y colaboradores 2017 2 proponen que todo resultado negativo
debe ser reconfirmado para poder dar validez a la investigacion.

Los bacteriofagos encontrados deben presentar ciertos requisitos para ser utilizados a nivel
endoddntico, entre ellos: replicacién exponencial en contacto con la bacteria
patdgena, mutar para combatir la resistencia de la bacteria, no generar efectos
novicios ni secundarios, que no se difunda a tejidos vecinos, efecto local no
sistémico, alta especificidad a receptores de la superficie del Enterococcus
faecalis, y baja o nula actividad sobre bacterias de la microbiota oral, esto es
importante ya que la mayoria de estos microorganismos exhiben en la cavidad
oral una capacidad simbi6tica y una relacion con el hospedero basada en
beneficios mutuos, como es el no causar dafio a nivel oral y permitir que
bacterias comensales eviten que especies patogenas se adhieran a las
superficies mucosas. ** Con base a esto, se evalué la especificidad de las
muestras que resultaron positivas, se realizaron dos tipos de ensayos un
cualitativo indirecto y directo para determinar si eran positivas Gnicamente
para Enterococcus faecalis o también lisaban a la microbiota de la cavidad
oral.

El ensayo indirecto propuesto por APHA 2005, 2° se considera el primer paso para valorar
muestras que dieron positivas, aunque los resultados dependan de factores como la calidad
del agua y las caracteristicas del fago. Las muestras positivas ante Enterococus faecalis
fueron probada con las cepas control ATCC de Enterococcus faecalis y con las otras cepas
de la cavidad oral, donde se observé que los fagos fueron positivos para los dos controles
pero los resultados no eran uniformes ni reproducibles, los controles no funcionaban
adecuadamente, ya que el agua utilizada correspondia a una alicuota que llevaba mas de 1
semana en nevera, aspecto que probablemente disminuyd la vida media del fago en agua, o
hizo que el agua perdiera sus condiciones optimas de pH, descongelamiento, solubilidad y
precipitacion, e isotonicidad mostraban cambios una vez se refrigeraba, cambios que pueden
influir en la sobrevida del fago y la bacteria. Y el ensayo cualitativo directo segun la
metodologia de lisis confluente 2, enfrentando las cepas de Enterococcus faecalis contra el
fago directo y no contra el agua del que fue aislado, a través del método de doble capa de



agar y un método en medio liquido. Los resultados mostraron que los fagos no eran
especificos para Enterococcus faecalis, pues también causaron lisis a Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, confirmando que un fago para cumplir su ciclo litico se une a
receptores especificos como el acido teicoico caracteristica de bacterias gram positivas ° lo
cual es un dato muy importante, pues si bien no muestra especificidad hacia una bacteria, lo
hace hacia un grupo bacteriano determinado como son los Cocos gram positivos, pudiéndose
inferir que se encontr6 un fago de amplio espectro, y existen muchos protocolos de clonacion
celular para manejar esta informacion y poder usar posteriormente en fagoterapia.

Y el ensayo cualitativo directo seguin la metodologia de lisis confluente %, enfrentando las
cepas de Enterococcus faecalis contra el fago directo y no contra el agua del que fue aislado,
a través del método de doble capa de agar y un método en medio liquido. Los resultados
mostraron que los fagos no eran especificos para Enterococcus faecalis, pues también
causaron lisis a Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, confirmando que un fago para
cumplir su ciclo litico se une a receptores especificos como el &cido teicoico caracteristica
de bacterias gram positivas ° lo cual es un dato muy importante, pues si bien no muestra
especificidad hacia una bacteria, lo hace hacia un grupo bacteriano determinado como son
los Cocos gram positivos, pudiéndose inferir que se encontrd un fago de amplio espectro.

El estudio mostré una baja frecuencia de fagos en las aguas estudiadas, coincidiendo con lo
que se encontrd en los estudios de Khalifa 2015 en donde se aisl6 un solo tipo de fago litico
EFDGL1 con capacidad de eliminacion biofilm a las 2 semanas, penetrando 100um en los
tdbulos dentinarios !°; se observd que cepas bacterianas evolucionaron volviéndose
resistentes al fago EFDGL1, por ello en otro estudio el mismo autor asilé un nuevo fago
EFLK1 proveniente de aguas residuales, el cual fue capaz de erradicar la cepa resistente .
Tinoco y colaboradores 2017 mencionan que el fago ¢Efll muestra eficacia en la
eliminaciéon de Enterococcus faecalis, ademas, secuenciaron el genoma de ¢Ef11, dando
lugar al fago ¢Ef11/ $FL1C(A36)PnisA , el cual resulta ser mas agresivo y viable en la
fagoterapia contra Enterococcus faecalis. 2

Este estudio a diferencia de los anteriormente mencionados, no tuvo como objetivo la
caracterizacion de los bacteriofagos aislados, unicamente fue detectar de manera cualitativa
la capacidad litica de los fagos aislados. Corroborando presencia de fagos liticos de aguas
residuales en la cuenca baja del rio Bogotd. Estudios futuros podran caracterizar
molecularmente estos fagos.

Conclusiones y recomendaciones

El trabajo de investigacion permitio:

1. Dejar estandarizada la técnica para aislamiento contra fagos a partir de aguas
residuales, siendo la mas completa el método de la doble capa de agar.

2. Se encontrd que, en aguas residuales potencialmente contaminadas con alta carga
bacteriana, son las que tienen una mayor probabilidad de aislamiento de fagos.

3. Se encontraron fagos lisogénicos y liticos contra Enterococcus faecalis.



4.

Los fagos encontramos no son especificos, se considera que son de amplio espectro,
pero dado que solo lisaron bacterias Gram positivas, probablemente es un fago que
actta sobre &cido teicoico que es la molécula normal de adherencia de fagos contra
Gram positivos.

Sugerencias para el siguiente trabajo.

El trabajo de investigacion cumplié con los objetivos propuestos al detectar la existencia de
fagos liticos contra Enterococcus faecalis en aguas residuales de la cuenca baja del rio
Bogota. Estos fagos extraidos, actualmente guardados en nitrogeno liquido, para que a futuro
sean caracterizados para analizar su funcionalidad y para ello se deben realizar las siguientes
técnicas:

1.

N

El agua es un vector de diferentes tipos de bacterias y sus fagos. Debido a la poca
especificidad que da el alto grado de contaminacién, hay estudios recientes que
sugieren rastrearlos directamente en heces humanos (con la misma alimentacion a la
misma hora) y material purulento de patologias orales.

Se debe confirmar la presencia de fagos por microscopia electronica.

Realizar una caracterizacién molecular del mismo, para lo cual se debe extraer el
material genético y realizar técnicas de secuenciacion.

Para la caracterizacion molecular de los fagos purificados se sugiere extraerlos con
metodologias que no lesionen el ADN como es el uso de gradiente de densidad con
CsCl por ultracentrifugacion

Realizada la secuenciacion se debe mirar en programas de Bioinforméatica como
BLASTnN L-Align y otros, esa secuencia del fago con que secuencias de bacterias es
homologa, pues esto ayuda a confirmar la especificidad.

Una vez verificada la secuencia, deben hacerse ensayos de descolonizacion In Vitro,
en el cual, los fagos son colocados en contactos con Enterococcus Yy otras bacterias,
para mirar si después del cultivo de bacteriofago, disminuye el nimero de bacterias
respecto al nimero inicial de bacterias solas, y realizar ensayos hasta encontrar
concentraciones exactas de fagos para numero de bacterias.

Una vez se determine la concentracion In Vitro, debe pasarse a realizar la
colonizacién y descolonizacion In Vivo en modelos animales.

A través de los programas de Bioinformética es posible conocer la secuencia de
nucleotidos y predecir la proteina o enzima ligada a la fase litica. Hoy en dia se
propone que en fagoterapia, debe usarse estas enzimas y no el fago completo.
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