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Resumen 

Aislamiento y caracterización de bacteriófagos con actividad lítica específica contra 

cepas hospitalarias de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) 

Objetivo. Aislar bacteriófagos de muestras de aguas contaminadas, para 

establecer su efecto lítico sobre cepas hospitalarias de Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina. Métodos. Estudio experimental de acuerdo a los principios 

del Método Científico, se inició con la recolección de muestras de fuentes de agua 

contaminada de drenaje profundo para el aislamiento de los bacteriofagos, 

adicionalmente se obtuvieron muestras de cultivos bacterianos para el aislamiento 

de cepas de SARM. Se realizaron pruebas de resistencia a Meticilina de las cepas 

aisladas mediante el uso de sensidiscos de cefinace. Se estandarizó el método para 

el aislamiento de bacteriófagos de Staphylococcus aureus a partir de muestras de 

agua y con base en este método se llevó a cabo el aislamiento y propagación de 

Bacteriófagos líticos para las cepas de SARM. Se llevaron a cabo pruebas para 

determinar el Rango de Hospederos de los Bacteriófagos aislados por la técnica de 

puntos. Se estandarizó el método para la microscopía electrónica de los 

Bacteriófagos, se obtuvieron imágenes de los fagos aislados y finalmente se extrajo 

el ADN de los fagos aislados por el método de Fenol-Cloroformo para su posterior 

análisis. Resultados. Se aislaron 4 bacteriófagos líticos a partir de las muestras de 

agua recolectadas (F-88, F-83, F-53 y F-36), se determinó su rango de hospederos 

siendo el fago F-53 el que infectó el mayor número de cepas (95%), mediante 

microscopía electrónica se obtuvieron imágenes de todos los fagos con las que se 

clasificaron de acuerdo a su morfología. Por el método de Fenol-Cloroformo se 

obtuvo el ADN de los bacteriófagos aislados. Conclusiones. Todos los fagos 

aislados fueron identificados como miembros del orden Caudovirales y familia 

Siphoviridae, fueron clasificados en 4 especies que pudieron ser diferenciadas por 

su rango de hospederos. Por su amplio rango de hospederos los fagos aislados 

podrían ser candidatos a ser utilizados en la identificación de bacterias 

(fagotipificación) o el control de infecciones clínicas (fagoterapia).  



I.- INTRODUCCIÓN 

 

Los bacteriófagos o fagos son virus que infectan únicamente bacterias, la 

fagoterapia involucra el uso de fagos líticos para eliminar específicamente bacterias 

patógenas como complemento o alternativa a las terapias convencionales con 

antibióticos. El uso de esta terapia surgió 10 años antes del descubrimiento de la 

penicilina (1919) y se volvió una práctica común en países como Georgia, Rusia y 

Polonia, entre la década de 1930 y 1940 (Häusler, 2006). 

A pesar de que el interés en la fagoterapia se redujo en occidente después de la 

introducción de los antibióticos, recientemente se ha retomado, sobre todo debido 

a investigaciones que indican que la terapia de fagos puede ser eficaz en el 

tratamiento de infecciones graves causadas por enterococos resistentes a 

vancomicina y Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) (Johnson et 

al., 2008). 

Actualmente la base de datos GeneBank cuenta con las secuencias completas de 

500 bacteriófagos. En el caso del género Staphylococcus se han secuenciado 

aproximadamente 68, cabe mencionar que solo una pequeña fracción de estos son 

líticos y por lo tanto candidatos a ser utilizados con fines terapéuticos. Las cepas 

bacterianas pueden ser resistentes o generar resistencia a los fagos, de ahí que, se 

requiere realizar un aislamiento constante de fagos líticos con la finalidad de 

mantener la suficiente cantidad de virus que puedan destruir a la cepa de interés 

(Hatful,2008; Deghorain, 2012). 

 

 

 

 

 



II.- ANTECEDENTES 

 

En 1896, Ernest Hanbury Hankin, un bacteriólogo británico demostró que el agua 

de los ríos Ganges y Yamuna en la India poseían actividad antimicrobiana contra la 

bacteria causante del cólera, dos años después el científico ruso Nikolay Gamaleya 

observó un fenómeno similar mientras trabajaba con Bacillus subtillis. En 1915 

Frederick Twort en Inglaterra, retomó la investigación de Hankin reportando la 

misma actividad bactericida, sugiriendo otras hipótesis para explicarlo, entre las 

cuales mencionaba la posibilidad de que se tratara de un virus, sin embargo por 

varias razones, incluyendo falta de recursos económicos Twort no continuó esta 

investigación, a su vez diversos científicos alrededor del mundo documentaron la 

actividad de los bacteriófagos sin poder reconocer o identificar a los agentes 

responsables (Sulakvelidze, 2001; Elbreki et al., 2014; Wittebole, 2014). 

 

El descubrimiento de los bacteriófagos se atribuye a los trabajos de Felix d’Herelle 

Químico Franco-canadiense quien, en el Instituto Pasteur de París, fue el primero 

en aislar un agente capaz de destruir a la bacteria causante de la disentería en 1917 

durante una epidemia entre los soldados franceses, al cual llamó “un microbio 

invisible con propiedades antagonistas contra el bacilo patogénico” (Orlova, 2012)  

 

Sin embargo, existe evidencia de la observación del efecto de los bacteriófagos 

tiempo antes de su descubrimiento. Donna H. Duckworth en su publicación "Who 

Discovered Bacteriophage?" cita uno de los diarios de d’Herelle donde este último 

hace referencia a un estudio realizado durante su estancia en México en el año de 

1910 y en el que observó que algunas langostas morían a causa de una enfermedad 

similar a la disentería. En los cultivos de la bacteria (Enterobacter aerogenes) 

causante de esta enfermedad, encontró que existían lugares sin crecimiento y al 

analizar una muestra en el microscopio, pudo observar que se encontraba 

completamente vacía; hoy en día, se atribuye este fenómeno a la actividad de los 

bacteriófagos sobre la bacteria causal (Duckworth, 1976). 

 



Una vez descubiertos los bacteriófagos, su primera aplicación en humanos se 

remonta a 1919, cuando Felix d’Hérelle trató a algunos niños que sufrían de 

disentería severa en el Hospital des Enfants Malades de Paris, utilizando el 

bacteriófago que aisló en el Instituto Pasteur, sin embargo, los primeros en 

documentar su uso fueron Bruynoghe y Joseph Maisin en 1921 utilizándolos para 

tratar infecciones de la piel causadas por Staphylococcus sp. (Sulakvelidze A, 

2001).  

Al mismo tiempo continuaron surgiendo centros de investigación encaminados a 

esta terapia y el propio Felix D´herelle se aseguraba que en estas instituciones se 

utilizaran los fagos y el tratamiento que él mismo había desarrollado, ya que 

consideraba que de esta forma se garantizaba la calidad y efectividad de los fagos 

producidos. Otros investigadores como George Eliava exploraron nuevos usos 

terapéuticos de los fagos en infecciones por Staphylococcus sp. y Streptococcus 

sp. que posteriormente fueron probados por el cirujano Raiga (Dublanchet, 2011). 

Debido a los descubrimientos de esa época el ministro de salud de la Unión 

Soviética aprobó las preparaciones de fagos para su uso en humanos y fue así que 

en tiempos de guerra los soldados soviéticos y alemanes llevaban consigo viales de 

bacteriófagos como parte de su equipo. Al mismo tiempo en los Estados Unidos de 

América se aprobaron para su venta algunos productos a base de bacteriófagos por 

parte de la compañía Eli Lilly quien obtuvo el permiso para comercializar siete 

preparaciones de fagos diferentes contra Staphylococcus sp., Streptococcus sp. y 

E. coli., no obstante, la calidad de estos productos era pobre debido a la falta de 

tecnología y los métodos no estandarizados de purificación que se utilizaban 

(Sandeep, 2006). 

En 1940 los antibióticos fueron introducidos como “la cura para todas las infecciones 

bacterianas” y debido a esto gran parte de la investigación sobre bacteriófagos fue 

abandonada y no fue retomada sino hasta 1980. En la Unión Soviética y el Este de 

Europa se continuó con la investigación sobre bacteriófagos debido a su limitado 

acceso a los antibióticos, sobre todo en el Instituto Eliava en Tbsilisi, Georgia que 



es considerado el centro de investigación más importante en cuanto a producción e 

investigación de fagos terapéuticos se refiere (Clark et al., 2006; Done, 2007). 

A principios de la década de 1940 en Alemania Helmuth Ruska obtuvo la primera 

imagen de un bacteriófago, después de los esfuerzos de un grupo de científicos que 

lograron construir el primer microscopio electrónico y los definieron como "partículas 

ultramicroscópicas constituidas de nucleoproteína y dotadas de una estructura 

geométrica; que muestran capacidad infectiva y antigénica que puede demostrarse 

en ensayos biológicos; pueden mutar y ocasionalmente integrarse en los 

cromosomas de las células hospederas" (Ackermann, 2011).  

A mediados de la década de 1980 una serie de artículos fueron publicados donde 

se registran 550 casos de infecciones bacterianas supurativas (empiemas, 

peritonitis, osteomielitis, entre otras.) causadas por patógenos como 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y E. coli. 

La mayoría eran infecciones crónicas por cepas resistentes a todos los antibióticos 

disponibles; y no fueron considerados los bacteriófagos como tratamiento hasta que 

se comprobó la poca efectividad de los antibióticos utilizados. Se ha informado que 

los fagos utilizados por estos investigadores han tratado con éxito aproximadamente 

al 90% de los casos, lo que llevó a que la fagoterapia se utilice hoy en día en Polonia, 

aunque en pequeña escala (Carlton, 1999).  

 

Médicos franceses también han continuado con el uso de fagos terapéuticos en 

humanos, incluso después de que el Instituto Pasteur dejó de fabricar cócteles de 

fagos a mediados de los 90, actualmente los fagos utilizados por estos 

investigadores provienen en un alto porcentaje de Rusia o Georgia. Las infecciones 

por Staphylococcus aureus parecen ser el blanco más común de estos esfuerzos. 

Dublanchet y sus colegas han reportado recientemente su eficacia en dos pacientes 

de franceses y uno australiano donde otros tratamientos no habían sido efectivos, 

incluyendo todos los antibióticos disponibles (Dublanchet, 2011). 

 



Se han examinado al menos 5568 fagos en el microscopio electrónico desde la 

introducción de la tinción negativa en 1959, cada año se descubren alrededor de 

100 bacteriófagos nuevos (Ackerman et al., 2007; Gandham, 2015). 

Las características propias de los bacteriófagos, no solo de lisar bacterias 

específicas, sino también de replicarse de manera exponencial, han demostrado su 

potencial en el tratamiento de enfermedades infecciosas, además cuentan con otras 

ventajas sobre los antibióticos: son inofensivos para humanos, plantas y animales; 

las preparaciones de fagos son fácilmente reproducibles, sencillas de aplicar y no 

han mostrado efectos adversos aparentes aún en preparaciones de más de un 

bacteriófago (llamados en algunas ocasiones “cocteles”). El aumento de la 

incidencia de bacterias resistentes a antibióticos ha hecho que se evalúe la 

posibilidad de desarrollar la fagoterapia como un tratamiento alternativo confiable 

(Kutateladze et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III.- JUSTIFICACIÓN 

 

Las bacterias poseen una gran capacidad para resistir la acción antibacteriana y de 

igual manera existen numerosas posibilidades de que surjan mutaciones, nuevos 

mecanismos de resistencia o bien, transferencia de resistencia y por lo tanto la 

industria farmacéutica ha visto prácticamente agotada su capacidad para producir 

nuevos fármacos antibacterianos debido al extendido periodo de tiempo y altos 

costos del desarrollo de nuevas moléculas (Davies, 2010; Casellas 2011). 

 

Desde hace más de cien años se ha reconocido a Staphylococcus aureus como un 

microorganismo de gran importancia médica, por ser uno de los principales agentes 

patógenos para el humano, ocasionando desde lesiones superficiales en la piel y 

abscesos localizados hasta infecciones del sistema nervioso central, 

cardiovascular, respiratorio, entre otros. El principal impacto de este 

microorganismo se debe a las cepas resistentes a meticilina (SARM) que son 

causantes de un alto índice de las infecciones nosocomiales a nivel mundial 

(Bustos-Martínez et al., 2006). 

 

Debido a la alta prevalencia de infecciones por SARM aunado a la incapacidad de 

producir nuevos principios activos eficaces que cumplan con la demanda a corto 

plazo, es necesaria la búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento de estas 

infecciones, lo cual ha llevado a un renovado interés en la terapia con fagos (Maura, 

2012). 

A pesar de que existen estudios sobre SARM como agente causal de diversas 

patologías, no se tiene registro de estudios de aislamiento o caracterización de 

bacteriófagos contra esta bacteria en nuestro país. Abordar este tipo de trabajos en 

México, enriquecerá el conocimiento actual y promoverá el inició de estudios de 

fagotipificación o terapia fágica contra este patógeno oportunista.  



IV.- GENERALIDADES 

 

4.1 Virus 

 

Etimológicamente la palabra virus proviene del latín <<virus>> que significa 

“veneno” o “ponzoña”, los virus son partículas infecciosas conformadas por un solo 

tipo de ácido nucléico y una envoltura de proteínas, con un tamaño de 20 a 250 

nanómetros (nm), son parásitos intracelulares obligados ya que carecen de los 

sistemas productores de energía, síntesis de ácidos nucleicos y proteínas (como los 

que poseen las células, los cuales son indispensables para el crecimiento y 

reproducción. Por lo tanto, dependen de los sistemas de las células que parasitan y 

se pueden definir como “parásitos genéticos intracelulares obligados” (Carballal, 

2014). 

 

4.1.1 Estructura y Función 

 

Los virus poseen habitualmente un solo tipo de ácido nucleico ya sea ADN o ARN 

el cual es el responsable de la infectividad. Los ácidos nucleicos constituyen el 

nucleoide y asociado a proteínas se designa como core viral donde se encuentra 

toda la información genética. El core está protegido por una cubierta proteica 

denominada cápside formada por subunidades llamadas capsómeros que pueden 

ser de forma esferoidal o en forma de prisma. Los virus se dividen en envueltos o 

desnudos dependiendo si poseen o no otra estructura, de composición lipoproteica, 

llamada envoltura. La partícula viral completa con su capacidad infectarte intacta se 

denomina virión (Carballal, 2014). 

 

 



  

Figura 1.- Estructura de un virus. Recuperada de Carballal 2014. 

 

Entre las principales funciones de la cápside se encuentran la protección del ácido 

nucleico del medio externo de la desecación y de las enzimas tisulares, la 

presentación de estructuras que permiten la unión del virus a los receptores de 

membrana de la célula hospedera, actuar como antígenos que estimulan la 

respuesta inmune del hospedero, reprimir la expresión de genes virales tempranos 

y proveer interacciones espaciales con las polimerasas virales en ciertos casos.  

La envoltura es lipoproteica, de composición similar a la de la membrana de la célula 

infectada, ya que los virus la adquieren de ésta. La presencia o no de esta envoltura 

determina la resistencia de los virus al medio externo y esto es de fundamental 

importancia en la forma de transmisión de las enfermedades virales. La mayoría de 

los virus desnudos son resistentes al medio externo. a la desecación y a solventes 

de lípidos como éter, cloroformo, sales biliares, detergentes, entre otros (Collier, 

2006). 

 



4.1.2 Clasificación 

 

Todos los seres vivientes pueden ser parasitados por virus y estos pueden 

clasificarse de acuerdo a sus hospederos, formas de transmisión, estructura, 

presencia o no de envoltura, simetría, propiedades fisicoquímicas, lugar de 

replicación, tipo y características de sus genomas; de acuerdo a sus hospederos, 

los virus pueden ser clasificados como virus de vertebrados, de insectos, de plantas, 

de bacterias, etc. Inicialmente, los virus se clasificaron por la especificidad del 

hospedador, las enfermedades producidas o bien a su tropismo tisular (Carballal, 

2014). 

El Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV por sus siglas en inglés) 

clasifica a los virus en siete ordenes que incluyen a 40 familias y otras 85 que no 

han sido asignadas (ICTV, 2011). 

 

4.2 Bacteriófagos 

 

Los virus que infectan y utilizan los recursos de las bacterias para reproducirse se 

denominan bacteriófagos. A menudo nos referimos a ellos como "fagos". La palabra 

"bacteriófagos" significa “comer bacterias” y son llamados así ya que aquellos que 

son virulentos pueden causar la lisis completa de una bacteria susceptible. Debido 

a que las bacterias se encuentran en todos los ambientes naturales y la cantidad de 

bacteriófagos está directamente relacionada con el número de bacterias presentes, 

estos virus representan la forma de “vida” más abundante en la tierra, con un 

estimado de 1032 en el planeta (Wommack y Colwell, 2000).  

Los fagos pueden ser fácilmente aislados de heces, aguas residuales y muestras 

de suelo. La secuenciación de genomas bacterianos ha revelado que pueden influir 

potencialmente en la patogenicidad y la evolución de las bacterias. El número de 

fagos que se han aislado y caracterizado hasta ahora corresponde a sólo una 

pequeña fracción de la población total (McNerney, 2005). 



Puesto que los bacteriófagos y virus de células animales tienen grandes similitudes, 

los fagos se utilizan como sistemas modelo para el estudio de los virus de células 

animales con el objetivo de estudiar los pasos del ciclo de vida viral (Turgeon Et al., 

2014). 

 

4.2.1 Clasificación taxonómica 

 

La clasificación de los bacteriófagos se basa en factores como su morfología, tipo 

de genoma y estructuras auxiliares como colas o cubiertas. La clasificación 

morfológica más reciente fue propuesta por Ackermann en 2006, donde consideró 

factores clave como la estructura y las propiedades de sus ácidos nucleicos. La gran 

mayoría de bacteriófagos contienen ADN de cadena doble, aunque existen 

pequeños grupos de bacteriófagos que contienen ADN de cadena sencilla o ARN 

de cadena doble o sencilla. De acuerdo a su morfología son clasificados en 

filamentosos, icosaédricos sin cola, bacteriófagos con cola y pleomórficos donde el 

96% de los viriones son de cola y sólo 208 fagos es decir el 3,7% corresponde al 

resto de los grupos (Figura 2) (Ackermann, 2007). 

 

Figura 2. Morfotipos básicos de los Bacteriófagos. Modificada de Ackermann, H.-W. and DuBow, M.S., in Viruses of 
Prokaryotes, Vol. 1, CRC Press, Boca Raton, 1987, 16. 



La clasificación actual de bacteriófagos desarrollada por la ICTV incluye un orden, 

14 familias y 37 géneros. La diversidad genética de los bacteriófagos es 

extremadamente alta. La similitud entre las secuencias de nucleótidos de fagos 

aislados de diferentes bacterias hospederas o de hospederos en común, es 

pequeña o no identificable (Zanetti et al., 2013). 

Los bacteriófagos poliédricos, filamentosos y pleomórficos se encuentran 

agrupados en siete familias que están separadas por grandes diferencias en 

contenido de ácidos nucleicos y estructura. A su vez los del orden Caudovirales se 

dividen en tres familias, caracterizadas por poseer cola que varía en tamaño desde 

130 a 400 nm divididas en contráctiles para la familia Myoviridae, largas para la 

familia Siphoviridae y no contráctiles para la familia Podoviridae todos con cabezas 

de forma icosaedrica donde las cápsides pueden adoptar formas isométricas o 

elongadas (Figura 3). 

Estas familias representan más del 96% de los bacteriófagos con 17 géneros de 

acuerdo al reporte VIII de ICTV. En general las familias de bacteriófagos son 

pequeñas, en algunos casos contienen únicamente un miembro (Fauquet et al., 

2005). 

 

Figura 3. Morfologías de las tres familias de los Caudovirales. De izquierda a derecha, se muestran las representaciones 

esquemáticas de Siphoviridae (cola flexible y no contráctil), Myoviridae (cola contráctil) y Podoviridae (cola corta). Tomado y 

modificado de (Leiman et al., 2003). 

 

 



4.2.2 Ciclo replicativo 

 

Adicionalmente a esta clasificación, los bacteriófagos también pueden clasificarse 

como líticos o lisogénicos de acuerdo a su ciclo replicativo. Los líticos se replican 

en la bacteria hospedera y la destruyen en el proceso mientras que los lisogénicos 

incorporan su material genético en el genoma de la bacteria hospedera, establecen 

una posición estable en la bacteria infectada y pueden transferir genes que 

expresen toxinas o factores de virulencia (Sabouri et al., 2012). 

 

Los fagos encuentran a su bacteria huésped y se adsorben a la pared celular a 

través del reconocimiento de receptores específicos, inyectan el material genético 

que portan dejando afuera de la bacteria una cápside vacía. Enseguida, los 

extremos del ADN se unen para formar una molécula lineal, este punto de unión se 

denomina sitios cohesivos (cos). En algunas células infectadas, el ADN se 

transcribe, traduce y replica para formar nuevas partículas fágicas por 

empaquetamiento de su ADN y ensamble de sus cápsides. En otras ocasiones, la 

formación de nuevos fagos se reprime por integración del ADN en el cromosoma de 

la bacteria que en ese momento recibe el nombre de lisogénica y el fago integrado 

en el genoma es denominado profago. La célula lisogénica resultante se divide 

indefinidamente acarreando el profago, hasta que este es inducido, se separa del 

genoma bacteriano y comienza el ciclo lítico para su desarrollo (Figura 4) (Campbell, 

2003). 



 

Figura 4. Ciclo lítico y lisogénico de los bacteriófagos (recuperado y modificado de Lacroix 2011). 

   

Los profagos son altamente comunes en la naturaleza pues conforman del 10 al 

20% del genoma de una bacteria, y por lo tanto constituyen una fracción significativa 

del “pool genético” de la tierra, a su vez contribuyen a las diferencias entre individuos 

de una misma especie o serotipos, estos pueden proporcionar ventajas selectivas 

a las bacterias que los portan, desde la resistencia a ciertos antibióticos, protección 

contra infecciones de otros fagos hasta el incremento de la virulencia en una cepa 

patógena. El ejemplo más conocido de esta “conversión lisogénica” ocurre en Vibrio 

cholerae, una bacteria que debería ser inofensiva y que se convierte en un grave 

problema de salud pública al incorporar en su genoma al gen fágico de la toxina 

colérica (CTX) (Tabla 1) (Waldor y Mekalanos, 1996; Boyd y Brussow, 2002; 

Casjens, 2005). 
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Tabla 1.- Factores de virulencia codificados por bacteriófagos. 

Bacteriófago Gen Proteína Patógeno 

Fago β Tox Toxina diftérica C. diphtheriae 

C1 C1 Neurotoxina C. botulinum 

H-19B stx1, stx2 Shiga toxina E. coli 

ɸFC3208 hly2 Enterohemolisina E. coli 

ɸCTX Ctx Citotoxina P. aeruginosa 

NA see, sel Enterotoxina S. aureus 

ɸN315 Sep Enterotoxina P S. aureus 

ɸ13 entA Enterotoxina A S. aureus 

ɸMu50A Sea Enterotoxina A S. aureus 

ɸETA Eta Toxina exfoliativa A S. aureus 

T12 speA Toxina tipo A S. pyogenes 

CS112 speC Toxina tipo C S. pyogenes 

CTXɸ ctxAB Toxina colérica V. cholerae 

ɸPVL Pvl Leucocidina S. aureus 

8232.1 
speA1, speA3, speC, speI, 

Superantígenos S. pyogenes 
speH, speM, speL, speK, ssa 

Pnm1 Mu-like Proteínas de membrana N. meningitidis 

δ34 Rfb Glicosilación S. enterica 

P22 Gtr Glicosilación S. enterica 

Sf6 Oac Acetilación del antigen-O S. flexneri 

SfII, SfV, gtrII Glicosil-transferasa S. flexneri 

SopEɸ sopE Efector tipo III S. enterica 

GIFSY-2 sseI (gtgB) Efector tipo III S. enterica 

GIFSY-3 sspH1 Efector tipo III S. enterica 

Sp4, 10 sodC Superoxido-dismutasa E. coli O157 

GIFSY-2 sodC-I Superoxido-dismutasa S. enterica 

Fels-1 sodC-III Superoxido-dismutasa S. enterica 

Fels-1 nanH Neuroaminidasa S. enterica 

H4489A hylP Hialuronidasa S. pyogenes 

ɸPVL Pvl Leucocidina S. aureus 

ɸ13 Sak Stafilocinase S. aureus 

315.4 Sla Fosfolipasa S. pyogenes 

315.6, 8232.5 sdn, sda Streptodo DNasa/RNasa S. pyogenes 

Λ Bor OMPb E. coli 

λ-like Eib OMP E. coli 

MAV1 Vir Vir M. arthritidis 

SM1 pblA, pblB Proteína de cápside fágica S. mitis 

370.1, 370.3, 315.3 mf2, mf3, mf4 Factor mutagénico S. pyogenes 

phisc 1 Unnamed Factor mutagénico S. canis 

GIFSY-2 gtgE Virulencia S. enterica 

GIFSY-2, Fels-1 grvA Antivirulencia S. enterica 

 
Recuperado y modificado de Brussow et al. 2004, OMP: Proteínas de Membrana Externa. 



4.3 La bacteria huésped: Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus es una bacteria grampositiva ubicua causante de diversas 

enfermedades, por su amplia distribución, y diversos mecanismos de resistencia 

antimicrobiana, se confiere especial énfasis al aislamiento y estudio epidemiológico 

de este agente etiológico (Figura 5) (Gil, 2000). 

 

 

Figura 5.- Micrografía electrónica de Staphylococcus aureus recuperado de Greenwood 1972. 

 

Sir Alexander Ogston fue el primero en describir entre 1880 y 1882 la enfermedad 

por estafilococos y su rol en la sepsis y formación de abscesos. Inicialmente el 

tratamiento con penicilina para estas infecciones demostró una alta eficacia, sin 

embargo, a mediados de la década de 1940 emergieron cepas productoras de beta 

lactamasas que se propagaron dramáticamente, la meticilina, una forma semi 

sintética de penicilina, fue introducida entre 1959 y 1960 para afrontar este 

problema, pero solo un año después ya se reportaban cepas resistentes. En la 

actualidad Staphylococcus aureus continúa siendo uno de los patógenos más 



peligrosos que afecta a los humanos, ya que es la principal causa de infecciones 

bacterianas que involucra el torrente circulatorio, el tracto respiratorio, la piel y los 

tejidos blandos adicionalmente es una de las causas más comunes de infecciones 

nosocomiales y comunitarias, tiene una alta morbilidad y mortalidad (Luján, 2013). 

Particularmente la resistencia a meticilina es conferida por el gen mecA que codifica 

para la proteína de unión a penicilina (PUP) adicional llamada PUP2 la cual es 

completamente funcional y tiene una afinidad disminuida por antibióticos 

betalactámicos, este gen que se encuentra localizado en un elemento genético 

móvil denominado Casete Cromosómico Estafilocócico mec (SCCmec) puede ser 

transmitido de forma horizontal entre especies (Gordon, 2008). 

A demás de los factores de resistencia a antibióticos, casi todas las cepas de S. 

aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas, dentro de estas hay cuatro 

hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas, 

hialuronidasa y colagenasa. Algunas cepas producen proteínas adicionales como la 

Toxina 1 del Síndrome del Shock Tóxico (TSST-1), las Enterotoxinas Estafilocócicas 

(SE), las Toxinas Exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina que confieren virulencia 

(Bustos-Martínez et al., 2006). 

En los últimos 20 años el S. aureus meticilino resistente ha sido responsable del 27 

al 45 % de los episodios de bacteriemia en la población en general por esta especie, 

lo cual ha generado que el manejo terapéutico sea complejo y debido a esto las 

instituciones de salud se han visto obligadas a implementar medidas extremas de 

prevención antibacteriana (Miranda et al., 2014). 

 

 

 

 

 



4.3.1 Bacteriófagos de Staphylococcus aureus 

 

Los bacteriófagos se encuentran ampliamente distribuidos en las cepas de 

Staphylococcus aureus y han sido estudiados extensamente, inicialmente fueron 

utilizados para la identificación de cepas clínicas de la bacteria en 1963; La 

evolución de la bacteria ha llevado a la integración de diversos profagos en su 

material genético, lo que le confiere además de factores de virulencia, una 

resistencia innata a las infecciones por fagos externos y por lo tanto la búsqueda de 

fagos capaces de infectar a esta bacteria es bastante limitada. El número de 

profagos presentes en el genoma de S. aureus generalmente es alto, todos los 

genomas secuenciados a la fecha contienen al menos un profago y un alto 

porcentaje de cepas contienen hasta cuatro o más, éstos pueden codificar para 

toxinas estafilocócicas responsables de su virulencia (Hood, 1963; Kwan et al., 

2005; Feng et al., 2008; Lindsay,2010).  

 

4.3.2 Contribución a la evolución y patogénesis de S. aureus  

 

Adicional a la transferencia de genes de virulencia, los bacteriófagos contribuyen a 

alteraciones genéticas durante su infección, y proveen a las especies de amplias 

variaciones genéticas (Goerke et al., 2006). 

A demás de la adición o escisión de fagos, se presenta duplicación, se ha reportado 

integración ectópica estable extracromosomal que incrementa la diversidad dentro 

de la población de bacterias. Por lo tanto, generan heterogeneidad en una población 

que provee diferentes potenciales de virulencia y dota al patógeno de la habilidad 

para desarrollar una respuesta flexible a las defensas del hospedero, se ha visto 

que la movilización e integración genómica atípica son favorecidas en cepas 

patogénicas en condiciones infecciosas en comparación a cepas colonizadoras en 

portadores sanos (Goerke et al., 2010; McAdam et al., 2011). 



Los factores que causan inducción de fagos in situ son condiciones ambientales que 

llevan a daño del material genético bacteriano como tratamiento con antibióticos o 

especies reactivas de oxígeno liberadas por macrófagos. La diversificación 

fenotípica mediada por fagos actúa en conjunto con otros mecanismos de variación 

genética como la recombinación y mutaciones, y es influenciada por factores 

externos como la presencia de especies co-infectantes (Goerke et al., 2004, 2006 

2009). 

 

4.4 Familias de bacteriófagos para Staphylococcus 
 

4.4.1 Familias Morfológicas 

Los fagos de S. aureus conocidos hasta el momento están conformados por ADN 

de doble cadena y pertenecen a la familia Siphoviridae en el Órden Caudovirales 

como la mayoría de los bacteriófagos de otras especies (Brussow, 2002; Canchaya, 

2003; Feng et al., 2008). 

En general se encuentran insertados en el cromosoma principal de la bacteria como 

profagos, algunos de ellos pudiendo llegar a ser líticos al presentarse mutaciones 

en sus funciones lisogénicas como la philPLA35 y 88 o la SA11, que son casos 

documentados de este fenómeno (García et al., 2009; Kim, 2012).  

4.4.2 Características Genómicas 

El tamaño del genoma se encuentra entre los 20kb hasta más de 125kb, en 

contraste con los genomas de los fagos de Mycobacterium o de Pseudomonas 

aeruginosa no se encuentran uniformemente distribuidos y se establecieron tres 

categorías para la clasificación de los fagos de Staphylococcus por tamaño de 

genoma (clase I:  < 20 kb; clase II: ≈ 40 kb, clase III: >125 kb), el tamaño del genoma 

se correlaciona con la clasificación morfológica donde los fagos de la familia 

Podoviridae contienen los genomas más pequeños (clase I), los Siphoviridae 

genomas de tamaño intermedio (clase II) y los Myoviridae los genomas de mayor 

tamaño (clase III) (Pedulla et al., 2003). 



Las regiones codificantes se encuentran empaquetadas en pocas y pequeñas 

regiones intergénicas y por lo tanto tienen una densidad génica muy alta, (promedio 

1.67 genes /kb) su contenido de Guanina-Citocina es similar al de la célula 

hospedera y estos fagos proveen una fuente de diversidad genética muy amplia que 

aún no ha sido estudiada. Mediante el uso de BLAST se ha asignado una función 

teórica al 35% de las proteínas predichas mediante el análisis de marco abierto de 

lectura (ORF por sus siglas en inglés) (Kwan et al., 2005, 2006).  

Los genomas de los fagos Siphoviridae de S. aureus muestran la estructura típica 

de la familia morfológica. Cinco módulos funcionales se ordenan de la siguiente 

manera: lisogenia, metabolismo del ADN, ADN empaquetado y morfogénesis de la 

cápside, morfogénesis de la cola y lisis celular del hospedero. El módulo de 

metabolismo de ADN puede dividirse en funciones de replicación y regulación, 

además cuando están presentes los factores de virulencia se encuentran 

codificados rio abajo del módulo de lisis, en algunos casos, se insertan entre el 

módulo lisogénico y los módulos de metabolismo del ADN como phiNM1 encontrado 

en cuatro profagos de la cepa Newman de S. aureus (Bae et al., 2006; Hatful, 2008). 

Los genes se transcriben generalmente en la misma hebra, salvo pequeños grupos, 

tales como aquellos implicados en la integración del genoma del hospedero. 

Mientras que, como una estructura modular, la organización de los genomas 

Podoviridae es diferente. Una de las características importantes es que cuenta con 

un número menor de ORFs, tal como se espera por un tamaño más pequeño (20 a 

32 ORFs). Se han identificado módulos funcionales, codificación del ADN y su 

empaquetado, así como la morfogénesis de la cápside, morfogénesis de cola y lisis 

de la célula hospedera, además de genes de función desconocida (Vybiral et al., 

2003; Kwan et al., 2005; Son et al., 2010). 

En contraste, en el caso de Siphoviridae, los módulos no están bien definidos y los 

genes de la cola y lisis se solapan. Además, el módulo lisogénico está ausente como 

se espera para fagos líticos. La organización del genoma de los Myoviridae de 

Staphylococcus es similar al fago T4 de E. coli. Los genomas están organizados en 

módulos funcionales de genes altamente conservados (replicación, elementos 



estructurales entre otros), interrumpidos por grandes regiones que incluyen 

principalmente genes de función desconocida. Los módulos estructurales 

encontrados en fagos Myoviridae de Staphylococcus están más estrechamente 

relacionados con módulos encontrados en fagos Siphoviridae que con los módulos 

de Myoviridae en diferentes especies bacterianas refiriéndose en términos de 

organización y contenido del gene (O'Flaherty et al., 2004; Lobocka et al., 2012).  

En la Figura 6 se puede observar la organización de los genomas de las familias 

morfológicas de bacteriófagos de S. aureus donde “(a)” corresponde a los Genomas 

Siphoviridae, las cajas de colores representan los cinco módulos funcionales 

encontrados en genomas de Siphoviridae, el Rojo corresponde a la sección de 

Lisogenia, el amarillo al metabolismo del ADN, en verde el empaquetado de ADN y 

morfogénesis de la cápside, el azul la morfogénesis de la cola, y en color rosa la 

lisis de célula hospedera. Los genes de virulencia en púrpura generalmente son 

encontrados rio abajo el módulo de lisis, o insertados entre el módulo lisogénico y 

el módulo de metabolismo del ADN (Vybiral et al., 2003; Kirsh et al., 2008; Son et 

al., 2010).  

En los genomas Podoviridae “(b)”, los módulos de lisis en rosa y los módulos de 

morfogénesis de cola en azul se solapan. Los genes del metabolismo de ADN, es 

decir, proteína de unión a ADN monocatenario y polimerasa de la DNA; se observan 

en verde y se encuentran en una región de genes de función desconocida marcada 

en gris, rio arriba, en el módulo de cola se encuentra codificada una proteína de 

encapsulación al lado de la polimerasa de ADN.  

Por último, podemos observar en los Genomas Myoviridae “(c)”, una gran región 

que codifica para genes de función desconocida en gris. Los genes del metabolismo 

de ADN en amarillo están distribuidos en dos módulos separados conocidos como 

de replicación, así como genes de lisis (rosa) que se encuentran rio arriba y rio abajo 

del empaquetamiento de ADN, cápside (verde) y módulos de cola (azul).  

 



Figura 6. Organización modular de los genomas de fagos de Staphylococcus. TerS: Terminasa de la subunidad 

pequeña, TerL: Terminasa de la subunidad grande, Port: proteína portal, Prot: proteasa, MHP: Proteina mayor 

de la cápside, mHP: proteína menor de la cápside, SS-DNA binding: proteína de unión a ADN monocatenario. 

Tomado y Modificado de Deghorian 2012. 
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Aunque actualmente existen fagos caracterizados para S. aureus únicamente se 

encuentran dos productos en fase de desarrollo, uno relacionado con la 

desinfección de alimentos y otro para el tratamiento de padecimientos asociados a 

esta bacteria, asimismo, existen escasas instituciones que se dedican a la 

investigación de fagos en el mundo, sin embargo ninguna se encuentra en nuestro 

País y los organismos reguladores sanitarios no cuentan con una normativa 

específica para el trabajo o la investigación en esta área (Segundo et al., 2010). 

 

 

  



V.- OBJETIVO GENERAL 

 

Aislar bacteriófagos de muestras de aguas contaminadas, para establecer su efecto 

lítico sobre cepas hospitalarias de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.  

 

5.1 Objetivos Específicos 

 

•Identificar y clasificar los fagos líticos aislados mediante microscopía electrónica. 

•Determinar el rango de hospederos de los fagos líticos caracterizados a través de 

la técnica de tapices bacterianos. 

•Realizar extracción de ADN de los fagos aislados por la técnica de Fenol-

Cloroformo. 

 

 

 

 

  



VI.- METODOLOGÍA DE INVESTIGACIÓN 

 

Estudio experimental de acuerdo a los principios del Método Científico, se inició con 

la recolección de muestras de fuentes de agua contaminada de drenaje profundo 

para el aislamiento de los bacteriofagos, adicionalmente se obtuvieron muestras de 

cultivos bacterianos para el aislamiento de cepas de Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina. Se realizaron pruebas de resistencia a Meticilina de las 

cepas aisladas mediante el uso de sensidiscos de cefinace (Nitrocef Disks™ BD 

BBL). Se estandarizó el método para el aislamiento de bacteriófagos de 

Staphylococcus aureus a partir de muestras de agua, con base en este método se 

llevó a cabo el aislamiento y propagación de Bacteriófagos líticos para las cepas de 

SARM. Se llevaron a cabo pruebas para determinar el Rango de Hospederos de los 

Bacteriofagos aislados por la técnica de puntos. Se estandarizó el método para la 

microscopía electrónica de los Bacteriofagos, se obtuvieron imágenes de los fagos 

aislados y finalmente se extrajo el ADN de los fagos aislados por el método de 

Fenol-Cloroformo para su posterior análisis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



6.1 Sitios donde se llevó a cabo el protocolo experimental 

 

 Laboratorio de Análisis Microbiológico de la FCQI UABC. 

 Laboratorio de Microbiología de la FMVZ UANL. 

 Laboratorio de Biología Molecular de la FMyP UABC. 

 Laboratorio de Microscopía electrónica ITT. 

 

6.1.1 Sitios de muestreo 

 

 Hospital Gineco-Obstetricia y Unidad Médica Familiar No. 7 del IMSS (H.G.O. 

y U.M.F. No. 7), Tijuana, B.C.  

 Hospital General Regional No. 1 del IMSS (H.G.R. No. 1), Tijuana, B.C. 

 Hospital General Regional No. 20 del IMSS (H.G.R. No. 20), Tijuana, B.C. 

 Planta Tratadora de Aguas de la CESPT Urbi Quinta del Cedro, Tijuana, B.C. 

 

6.1.2 Temporalidad  

 

De marzo de 2016 a marzo de 2017. 

 

  



6.2 Criterios 

 

6.2.1 Criterio de Inclusión 

 

Agua de drenaje profundo en hospitales públicos y plantas tratadoras de agua. 

6.2.2 Criterio de Exclusión 

 

Agua que haya sufrido cualquier tratamiento físico, químico o biológico. 

 

6.3 Variables 

6.3.1 Variables independientes 

 

 Especificidad de los bacteriófagos 

 Actividad lítica de los bacteriófagos 

 Concentración de bacteriófagos en las muestras 

 Diversidad de bacteriófagos en las muestras 

 Morfología de los bacteriófagos 

 Condiciones de reacción: CaCl2 2mM, MgCl2 2mM, 30°C, Filtros de 

Polietilsulfona. 

 

6.3.2 Variables dependientes 

 

 Rango de huésped de los bacteriófagos 

 

 

 



6.4 Muestra 

 

Muestras de agua contaminada de drenaje profundo de hospitales públicos y 

plantas tratadoras para el aislamiento de bacteriófagos. 

Muestras de cultivos bacterianos de exudados faríngeos, hisopados de heridas y 

urocultivos para el aislamiento de las cepas de SARM. 

 

6.4.1 Tamaño de muestra 

 

30 muestras de agua contaminada. 

12 muestras de cultivos bacterianos. 

 

6.5 Materiales y métodos    

 

Los materiales, preparación de reactivos y medios de cultivo utilizados para las 

metodologías utilizadas, están descritos en el apéndice de esta tesis. 

6.5.1 Método para colección de muestras de agua 

 

Posterior a la obtención del permiso correspondiente para la recolección de las 

muestras, se identificaron los sitios de muestreo ubicando la alcantarilla de descarga 

principal del sistema de drenaje de las instituciones hospitalarias seleccionadas y 

se procedió a la recolección de especímenes con técnica de barrera. Se le asignó 

un código de identificación a cada tubo cónico. Las muestras fueron trasladadas al 

laboratorio de Análisis Microbiológico en un contenedor térmico de poliestireno para 

su almacenamiento en refrigeración a 4°C. 

 

 



6.5.2 Método para colección de muestras de cultivos bacterianos 

 

Una vez realizado el trámite correspondiente para la autorización de donación de 

cultivos bacterianos, se obtuvieron las muestras procedentes del laboratorio de 

análisis clínicos del H.G.O. y U.M.F. No. 7, dichas muestras se encontraban en el 

medio de cultivo MSA. Se asignó un código a cada cultivo para su identificación. 

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Análisis Microbiológico en un 

contenedor térmico de poliestireno para su posterior procesamiento. 

 

6.5.3 Método para el aislamiento de cepas de SARM 

 

De los cultivos bacterianos se seleccionaron las colonias que produjeron viraje del 

medio MSA y se les realizó una tinción de Gram además de una prueba de catalasa, 

en aquellas que el resultado de esta prueba fue positivo y que además al ser 

observadas a través del microscopio presentaron formación de racimos, se 

resembraron nuevamente en medio TSA. Posteriormente estas mismas cepas 

fueron sometidas a una prueba de Coagulasa y DNAasa para confirmar su especie 

como Staphylococcus aureus. Por último, para la determinación de resistencia a 

Meticilina se realizó una prueba con el uso de sensidiscos Nitrocef Disks™ BD BBL 

(Azeez et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 



6.5.4 Metodología para la preparación de un tapiz bacteriano 

 

Para la preparación de tapices bacterianos se tomaron las cepas de los cultivos 

originales, se estriaron en cajas con TSA agar y se incubaron a 37 °C durante toda 

la noche para permitir el desarrollo de colonias aisladas. Pasado el periodo de 

incubación se tomó una colonia, se inoculó en 5 ml de caldo TSA adicionado con 

4mM cloruro de calcio (CaCl2) y cloruro de magnesio (MgCl2) y se incubó a 37 °C 

durante toda la noche en agitación continua (180 rpm).  

 

Finalmente, en un tubo de ensayo con 5 ml de medio Tɸ suave previamente 

derretido y templado a aproximadamente 45 °C se agregaron 100 μl de este cultivo 

bacteriano, se mezcla a mano sin llegar a generar burbujas y se vertió sobre una 

caja de Petri preparada con medio Tɸ sólido inclinando y girando la caja para cubrir 

toda la superficie del medio, se dejó solidificar a temperatura ambiente y se incubó 

a 37 °C durante toda la noche. 

 

6.5.5 Método para el aislamiento y propagación de bacteriófagos  

 

Para el aislamiento de los bacteriófagos las muestras de agua se colocaron en tubos 

cónicos y se centrifugaron a 6,000 r.p.m. por diez minutos para eliminar cualquier 

resto sólido. Se recuperó el sobrenadante y se filtró a través de membranas de 

Polietilsulfona de tamaño de poro de 0.22μm.  

 

Se prepararon tapices bacterianos con las cepas de SARM añadiendo 200 μl del 

sobrenadante filtrado de las muestras de agua y 100 μl de la cepa bacteriana a 5mL 

de medio Tɸ suave derretido, se dejaron solidificar y se incubaron a 30°C durante 

toda la noche para la formación de placas líticas, evidenciando la presencia de 

bacteriófagos en las muestras de agua. Se recuperaron las placas líticas con un 

palillo de madera estéril y se estriaron sobre tapices frescos de la misma cepa 

huésped para la obtención de fagos puros.  

 



La zona de lisis generada por el estriado de los fagos en el tapiz se recuperó 

tomando el agar suave con ayuda de una hoja de bisturí estéril y suspendiéndolo 

en 1mL de medio de cultivo estéril, se homogenizó mediante el uso de vórtex a 

máxima velocidad durante 1 min, se centrifugaron a 6000 rpm por 5 min y se 

recuperó el sobrenadante.  

 

Se prepararon diluciones de los fagos en buffer de Fagos pH 7 hasta una 

concentración de 1x10^-12 en tubos para microcentrifuga de 500µL para el conteo 

de fagos, se prepararon nuevos tapices bacterianos añadiendo 100µL de la dilución 

del fago y se incubaron a 30°C durante toda la noche, posterior a la incubación se 

realizó un conteo de placas líticas en los tapices bacterianos 10^-9, 10^-10 y 10^-11 

multiplicándolas por el factor de dilución y promediando los tres conteos. 

 

La propagación de los fagos se realizó utilizando la técnica de doble capa de agar 

suave, adicionando en un tubo de ensayo con 5mL de medio Tɸ suave estéril ~105 

fagos y 300 μl de la bacteria huésped, se incubó durante 10 minutos a temperatura 

ambiente para permitir la adsorción del fago a la bacteria, posteriormente se 

agregaron a una caja con medio Tɸ para formar un tapiz bacteriano. Después se 

incubó a 30 °C durante toda la noche hasta la lisis confluente de la bacteria. 

Finalmente, se raspó el agar del tapiz y se disolvió en 5 ml de buffer para fagos 

dejando incubar a 4°C por 24 horas, se centrifugó a 6000rpm durante 10 minutos y 

se recuperó el sobrenadante o lisado fágico. 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.5.6 Método para la determinación del rango de hospederos  
 

La determinación de rango de hospederos se llevó a cabo a través del método de 

puntos; se prepararon tapices bacterianos de las cepas de SARM, una vez 

solidificados se gotearon 5µL de las diluciones de fagos con una concentración de 

1x10^7 UFP y se incubaron sin voltear las cajas a 30°C durante toda la noche. 

Pasado el periodo de incubación se revisaron los tapices bacterianos buscando 

actividad lítica en los puntos de goteo, aquellas cepas con puntos de actividad lítica 

se reportaron como sensibles al fago mientras que aquellos puntos sin actividad 

lítica se reportaron como no sensibles. 

 
 

6.5.7 Método para la concentración de fagos  
 

Se agregó a los lisados fágicos una concentración final de NaCl al 1.4M y se incubó 

en hielo durante 8 horas para precipitar los fagos. Se centrifugó a 20,000 rpm 

durante 60 minutos en un rotor Beckman JA-20, se descartó el sobrenadante y se 

añadió otro volumen de lisado fágico, repitiendo estos pasos 3 veces, la pastilla 

obtenida se resuspendió en 1 ml de buffer para fagos en un tubo eppendorf estéril. 

 

6.5.8 Método para la estandarización del método de tinción negativa para 
microscopia electrónica 
 

Para la estandarización del método de microscopia electrónica se prepararon 

soluciones al 4% de Nitrato de Uranilo y Molibdato de amonio en agua bidestilada 

libre de carbonatos pH 7 de acuerdo a lo señalado por Zhang et al. y Ohi et al., y se 

realizó el procedimiento de preparación de muestras para microscopia electrónica. 

Utilizado las pinzas de precisión se tomó una rejilla 400mesh Ted Pella, con ayuda 

de una micropipeta se colocan 10µL de la muestra sobre la rejilla y se deja fijar por 

1 minuto a temperatura ambiente, posteriormente se retira el exceso de líquido con 



ayuda de un paño para tareas delicadas o un papel filtro; en una caja de Petri 

desechable de plástico se cubre por dentro con un cuadro de papel parafilm y se 

coloca una gota de 10µL de tinción de Nitrato de Uranilo o de Molibdato de Amonio 

sobre el papel parafilm, se coloca la rejilla sobre la gota de tinción y se deja teñir por 

1 minuto, se retira la rejilla con ayuda de las pinzas de precisión y se lava con 5 a 6 

gotas de agua bidestilada, se retira el exceso de agua con ayuda de un paño para 

tareas delicadas o un papel filtro y se deja secar dentro de otra caja de petri con un 

cuadro de papel parafilm por 24hrs. 

Las imágenes fueron tomadas mediante el microscópio electrónico JEOL JSM-

7800F PRIME Extreme-resolution Analytical Field Emission SEM del Centro de 

Graduados e Investigación en Química del Instituto Tecnológico de Tijuana 

clasificando a los fagos en grupos con base a su morfotipo de acuerdo a lo 

establecido por Ackermann et al., 1992 y Fauquet et al., 2005.   

6.5.9 Método para la extracción de ADN fágico 
 

El ADN de los fagos se extrajo mediante la técnica de Fenol-Cloroformo y se 

precipitó con etanol absoluto. A 500 µl de concentrado fágico se agregó un volumen 

equivalente de Fenol-Cloroformo, se agitó en vórtex y se centrifugó a 14,000 rpm 

durante 10 minutos para eliminar las proteínas fágicas que se depositan entre la 

fase acuosa y orgánica (Sambrook et al., 1989). 

Posteriormente, se tomó únicamente la fase acuosa y se repitió el tratamiento con 

Fenol-Cloroformo hasta eliminar todas las proteínas fágicas. Se tomó la fase acuosa 

y se le agregó un volumen de Cloroformo, se agitó en vórtex y se centrifugó a 10,000 

rpm durante 10 minutos para eliminar cualquier remanente de proteínas. 

Nuevamente se tomó la fase acuosa, se agregaron dos volúmenes de etanol 

absoluto y se mezcló hasta precipitar el ADN fágico. Se centrifugó a 10,000 rpm 

durante 10 minutos, se decantó el sobrenadante y la pastilla de ADN se lavó dos 

veces con 1 ml de etanol al 70%. centrifugando a 10,000 rpm durante 5 minutos 

entre cada lavado. Finalmente, el ADN se secó y se resuspendió en 200µl de agua 

estéril. 



6.5 Actividades    
 

 

 

 

 

 

Actividad 1

•Obtención de Convenio de colaboración con las siguientes instituciones: 

•Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico Nacional. 

•Faculta de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma de Nuevo 
León.

•Facultad de Medicina y Psicología de la Universidad Autónoma de Baja California.

•Centro de Graduados e Investigación en Química del Instituto Tecnológico de 
Tijuana.

Actividad 2

•Recolección de muestra de agua contaminada de los sitios de muestreo 
seleccionados. 

•Recolección de cultivos bacterianos Cepas de Staphylococcus aureus en el 
Laboratorio de análisis clínicos del H.G.O. y U.M.F. No. 7.

•Pruebas de resistencia a antibióticos mediante sensidiscos de cefinase (Nitrocef 
Disks™ BD BBL) en el Laboratorio de Análisis Microbiológico de la FCQI UABC 
Tijuana.

Actividad 3

•Capacitación en técnicas de aislamiento para bacteriófagos en modelo bacteriano de 
Vibrio parahaemolyticus y en técnica de doble capa de agar suave en el laboratorio 
de Microbiología y Biología Molecular del CICIMAR



 

 

 

 

 

 

Actividad 4

•Estandarización del método para el aislamiento de bacteriófagos de Staphylococcus 
aureus a partir de muestras de aguas contaminadas en el laboratorio de Análisis 
Microbiológico de la FCQI, UABC, Tijuana, B.C. 

Actividad 5

•Aislamiento de bacteriófagos mediante el método estandarizado y determinación 
de su rango de hospederos por la técnica de puntos en el laboratorio de 
Microbiología de la FMVZ, UANL, Monterrey, N.L.

Actividad 6

•Estandarización del método y obtención de imágenes por microscopía electrónica 
para la clasificación morfológica de los fagos en el Centro de Graduados e 
Investigación en Química del Instituto Tecnológico de Tijuana.



 

 

 

 

 

  

Actividad 7

•Extracción de ADN de los fagos aislados por el método de Fenol-
Cloroformo en el Laboratorio de Biología Molecular de la FMyP 
UABC, Tijuana, B.C.

Actividad 8

•Informe de Resultados

•Se aislaron cuatro bacteriófagos líticos específicos para SARM.

•Se determinó su rango de hospederos.

•Se obtuvieron imágenes por microscopía electrónica de tres de los 
fagos aislados.

•Se realizó la extracción de ADN de los fagos aislados.

•Se determinaron los Polimorfismos de longitud de fragmentos de 
restricción



VII.- RESULTADOS 

 

7.1 Aislamiento de fagos 

 

Se obtuvieron 23 muestras de aguas residuales y ambientales procedentes de dos 

estados de la República Mexicana (Tabla 2). 

Tabla 2.- Relación de muestras de aguas y fagos aislados     

Identificación Tipo Lugar Estado Número Fagos 

A-1 Ambiental Rio Tijuana Baja California 2 - 

A-2 Drenaje Clínica 7 IMSS Baja California 3 - 

A-3 Agua Residual Santa Fe Baja California 2 - 

A-4 Drenaje pluvial Zona Rio Tijuana Baja California 1 - 

A-5 Agua Residual Planta tratadora Cedros Baja California 2 EA-88 

A-6 Drenaje Pluvial Santa Fe Baja California 4 - 

A-7 Drenaje Clínica 7 IMSS Baja California 1 - 

A-8 Ambiental Rio Tijuana Baja California 1 - 

A-9 Ambiental Playas de Tijuana Baja California 2 - 

A-10 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-11 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-12 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-13 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-14 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-15 Ambiental Presa el Cuchillo Nuevo León 1 - 

A-16 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 - 

A-17 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 - 

A-18 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 Ea-53 

A-19 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 - 

A-20 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 - 

A-21 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 Mc-36 

A-22 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 - 

A-23 Agua Residual Facultad de Agronomia Marín Nuevo León 1 Ea-83 

 

 

 

 



Se recolectaron 20 cepas de S. aureus del Laboratorio de microbiología del H.G.O. 

y U.M.F. No. 7 así como del Laboratorio de Análisis Microbiológico FCQI UABC 

Tijuana, a las cuales se les determinó su resistencia a la meticilina mediante el uso 

de sensidiscos de Nitrocef ® que fueron utilizadas para el aislamiento de los 

bacteriófagos (Tabla 3). 

Tabla 3. Cepas de Staphylococcus aureus utilizadas en este trabajo.  

Cepa Procedencia Tipo de Aislado Resistencia 

Ea-1 Laboratorio Clínica 7 Hisopado de Herida + 

Ea-2 Laboratorio Clínica 7 Hisopado Faríngeo + 

Ea-3 Laboratorio Clínica 7 Urocultivo + 

Ea-4 Laboratorio Clínica 7 Urocultivo + 

Ea-5 Laboratorio Clínica 7 Urocultivo + 

Ea-6 Laboratorio Clínica 7 Hisopado de Herida - 

Ea-7 Laboratorio Clínica 7 Urocultivo - 

Ea-8 Laboratorio Clínica 7 Hisopado Faríngeo + 

Ea-9 Laboratorio Clínica 7 Urocultivo + 

Ea-10 Laboratorio Clínica 7 Hisopado de Herida + 

Ea-11 Laboratorio Clínica 7 Hisopado de Herida + 

Ea-12 Laboratorio Clínica 7 Hisopado de Herida + 

Mc-1 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-2 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-3 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-4 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-5 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-6 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-7 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

Mc-8 Laboratorio Microbiología Desconocido + 

 

 

 

 

 

 



Se aislaron cuatro fagos de S. aureus, a partir de las muestras de agua recolectadas 

y se propagaron en las cepas clínicas Ea-8, Ea-5 y Mc-6 hasta un título de 1x1012 

para su posterior caracterización parcial (Tabla 4).  

Tabla 4. Fagos aislados y cepas huésped utilizadas para su propagación. 

Cepas huésped Fagos aislados 

Ea-8 F-88, F-83 

Ea-5 F-53 

Mc-6 F-36 

 

Durante el aislamiento de los fagos antes mencionados, se determinó que la adición 

de CaCl2 y MgCl2 2mM al medio de cultivo, aumenta el porcentaje de efectividad en 

el aislamiento de estos virus. A pesar de que no todos los bacteriófagos dependen 

de los iones bivalentes para su infección, el añadirlos permite aislar tanto fagos 

dependientes de estos iones como los que no requieren la presencia de los mismos 

para infectar células (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Placas líticas correspondientes a los fagos aislados, donde se puede observar la 

actividad de estos sobre sus cepas huésped. 

 

 

 

F-53 F-83 F-36 F-88 



7.2 Microscopia Electrónica 

 

Se analizó la morfología de los fagos por microscopía electrónica para la 

identificación de familias morfológicas y morfotipos. De los cuatro fagos examinados 

todos presentaron una cola, identificándolos como miembros del orden 

Caudovirales o fagos con cola. Todos los bacteriófagos observados, presentaron la 

morfología correspondiente a la familia Siphoviridae (cápside con cola larga 

flexible). Se encontraron fagos con cabezas elongadas o morfotipo B2, con un 

tamaño de 63-91 nm de largo por 49-64 nm de ancho y colas de 110-170 nm de 

largo, estos presentaron cabezas isométricas o morfotipos B1, A1 y C1 

respectivamente, el diámetro de sus cabezas osciló entre 54-88 nm y el tamaño de 

sus colas osciló entre 100 a 300 nm de largo (Figuras 8-11).



Fago F-88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Micrografía de Fago F-88 donde se puede apreciar su morfología perteneciente a la familia Siphoviridae. 



  

Figura 9. Micrografía de Fago F-83 donde se puede apreciar su morfología perteneciente a la familia Siphoviridae. 

  



 

Figura 10. Micrografía de Fago F-36 donde se puede apreciar su morfología perteneciente a la familia Siphoviridae. 

 

 

 

 



 

Figura 11. Micrografía de Fago F-53 donde se puede apreciar su morfología perteneciente a la familia Siphoviridae.



7.3 Rango de Hospederos 

 

Una vez que se identificaron las especies de fagos que conforman la colección, se 

investigó su capacidad lítica utilizando 20 cepas clínicas de SARM procedentes del 

H.G.O. y U.M.F. No. 7 y del Laboratorio de Análisis Microbiológico de la FCQI UABC 

Tijuana. Se gotearon diluciones de cada fago sobre un tapiz bacteriano de las cepas 

y se incubaron durante toda la noche a 30 °C (ver materiales y métodos). Los 

patrones de lisis se registraron y analizaron para agrupar a los fagos con base a su 

rango de hospederos.  

Los resultados mostraron una alta correlación entre las especies de fagos y el rango 

de huésped donde todos los fagos desarrollaron placas líticas con un tamaño de 0.5 

a 5 mm de diámetro y una apariencia clara, sin embargo, cada fago mostró un patrón 

de infección diferente. Esto favorece el uso de esta colección de fagos en la 

identificación de bacterias (fagotipificación) o el control de infecciones clínicas 

(fagoterapia).  

Se pudieron observar los patrones de lísis de los fagos aislados mediante la prueba 

de puntos en tapices bacterianos, donde el fago F-53 fue el que infectó al 95% de 

las cepas y el fago F-88 únicamente al 55% de ellas (Figura 12; Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Prueba de puntos para determinar rango de hospederos. 
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Tabla 5. Rangos de hospederos de los fagos aislados. 

Fagos 
F-53 F-36 F-88 F-83 

Cepa 

EA-1 X X  X 

EA-2 X   X 

EA-3 X X X X 

EA-4 X X X X 

EA-5 X X X X 

EA-6 X X X  

EA-7 X X X X 

EA-8 X X X X 

EA-9 X X X X 

EA-10 X   X 

EA-11 X  X X 

EA-12     

MC-1 X X  X 

MC-2 X  X X 

MC-3 X X   

MC-4 X   X 

MC-5 X X X X 

MC-6 X X  X 

MC-7 X   X 

MC-8 X   X 

 

 

7.4 Extracción de ADN 
 

La extracción de ADN se llevó a cabo a partir de 500µl de concentrado de lisado 

fágico mediante el método de Fenol-Cloroformo y el ADN se resuspendió en 200 µl 

de agua estéril.  

 

 

 

 

 



7.6 Discusión 
 

De acuerdo a la procedencia de los fagos, todos fueron aislados de muestras de 

aguas residuales, resultados similares a los observados por otros autores como 

Grabow et al. en 1984 y 1993 así como por Tartera y colaboradores en 1989 y Wicki 

et al. en 2011.  

Se observó que el uso de membranas de ésteres mixtos de celulosa para el 

aislamiento de bacteriófagos genera una disminución significativa o total del número 

de unidades formadoras de placa en los filtrados de fagos, esto debido a que tiene 

una alta afinidad a las proteínas, por lo tanto, los fagos se adhieren a la superficie 

de la membrana y no pueden ser recuperados en el sobrenadante filtrado como lo 

descrito por Anany et al., 2011. 

 

Se encontró que la formación de placas líticas se ve ampliamente favorecida por la 

adición de CaCl2 y MgCl2 en una concentración aproximada de 2mM, similar a lo 

mencionado por Jensen y colaboradores en 2015. Esto es atribuido al efecto 

“estabilizador” que ejercen los iones bivalentes en la unión del receptor fágico a la 

superficie bacteriana en especial el calcio, según los hallazgos encontrados por 

Chhibber et al. en 2013, siendo este un punto fundamental de la metodología para 

el aislamiento de los bacteriófagos. 

 

De las cepas analizadas solamente la EA-12 fue resistente a la infección de todos 

los fagos. Estudios sugieren que esta resistencia está asociada a la presencia de 

profagos, ya que su prevalencia en estas cepas es 70% mayor en comparación a 

las cepas sensibles. Adicionalmente, cepas sensibles a la infección, se vuelven 

resistentes a ellos cuando portan a alguno de estos profagos (Reyes-Cortés, 2016). 

 

Es posible que el aislamiento de las nuevas especies de fagos reportadas en este 

trabajo, se encuentre determinado por la localización geográfica o la naturaleza de 

las cepas utilizadas; ya que en este trabajo se usaron solo cepas clínicas similar a 

lo encontrado por Sepúlveda et al. en 2012, con cepas de Pseudomonas 

aeruginosa. 



 

Esta colección de fagos nos permitirá iniciar estudios de fagotipificación y/o 

fagoterapia contra cepas clínicas locales, así como estudios genómicos específicos 

con las nuevas especies descritas. 

 

Se ha documentado que menos del 1% de los bacteriófagos presentes en fuentes 

de aguas o suelos son cultivables y de éstos el mayor porcentaje son fagos que 

infectan células modelo y no propiamente clínicas debido a los factores de 

resistencia anteriormente mencionados, de manera que se limita el número de fagos 

posibles a aislar como lo establecido en los resultados del presente trabajo, se ha 

demostrado una gran diferencia en los fagos observados por microscopia 

electrónica directa de muestras de aguas y aquellos aislados mediante las técnicas 

de plaqueo como lo descrito por Ashefold et al., 2003; Williamson et al., 2003). 

 

  



7.7 Conclusiones 

 

1. Se obtuvo una estandarización del método de aislamiento para bacteriófagos 

efectiva por la combinación de las técnicas de goteo, doble capa de agar suave 

y estriado por palillo. 

2. Se comprobó la presencia de bacteriófagos líticos para cepas clínicas de SARM 

en aguas de drenaje profundo de clínicas de la ciudad de Tijuana y aguas 

residuales. 

3. Se determinó la efectividad de los fagos aislados mediante el rango de 

hospederos donde el fago Ea-53 presentó el rango de hospederos más amplio al 

infectar al 95% de las cepas contra las que se probó y el fago Ea-88 presentó el 

rango de hospederos más estrecho infectando únicamente el 55% de las mismas 

cepas. 

4. Los fagos aislados presentaron genomas de ADN de doble cadena y cápsides 

con colas (Caudovirales). 

5. La distribución morfológica de los fagos fue similar a la observada en los fagos 

de otras especies bacterianas ya que todos fueron identificados como miembros 

del orden Caudovirales y familia Siphoviridae como aproximadamente el 96% de 

los virus aislados en otros estudios. 

6. Todos los fagos aislados fueron del tipo lítico. 

7. Los fagos aislados fueron clasificados en 4 especies que a pesar de que 

mostraron la misma morfología pudieron ser diferenciados por su rango de 

hospederos. 

 

 

 

 



7.3 Recomendaciones 

 

Se sugiere el uso del medio de cultivo TΦ adicionado con Cloruro de Calcio y 

Cloruro de Magnesio al 2mM así como filtros de polietilsulfona de 0.22micrometros 

con la finalidad de favorecer la infección de los fagos y evitar su secuestro por 

adhesión a filtros de alta afinidad a proteinas. 

Para el aislamiento de fagos, se sugiere llevar a cabo el cultivo a temperatura de 

30°C para favorecer el desarrollo de placas líticas por disminución del metabolismo 

bacteriano y por ende sus mecanismos de resistencia a la infección. 

 

 

7.4 Perspectivas 

 

1.  Realizar secuenciación de los genomas de los fagos aislados. 

2. Efectuar estudios genómicos para la búsqueda de genes de interés o 

caracterización de las nuevas especies. 

3. Identificar los receptores utilizados por las diferentes especies de fagos y 

caracterizar las proteínas estructurales de los fagos arquetipo. 

4. Analizar la importancia de los profagos de las cepas clínicas en la inmunidad o 

resistencia a la infección por otros fagos. 

5. Evaluar el uso de los fagos de esta colección en el control de las infecciones 

causadas por cepas multiresistentes a los antibióticos. 

6. Aislar nuevos fagos capaces de infectar a las bacterias resistentes a la infección 

de los fagos de la colección para el control de infecciones. 

7. Realizar estudios de diversidad con las cepas clínicas de la colección que 

permitan identificar a las cepas prevalentes en hospitales.   
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APÉNDICE 

 

Preparación de medios de cultivo 
 

Medio LB (Medio Luria-Bertani)  

Por litro: 

10 g Bacto-triptona 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 5 g 

Para cajas: 

15 g Agar 

 

Disolver los ingredientes y calentar en agitación hasta disolver completamente. 

Ajustar el ajusta el pH a 7 con una solución de NaOH 5N. Esterilizar por autoclave 

durante 15 min a 120 °C (15 lb/in2). 

 
 

Medio T  (Caldo triptona o medio para fagos) 

 

Por litro: 

10 g Bacto-triptona 

NaCl 5 g 

CaCl2 222mg 

MgCl2 222mg 

Para cajas: 

11 g Bacto-agar 

Top agar: 

7 g Bacto-agar 

 

Disolver los ingredientes y calentar en agitación hasta disolver completamente. 

Ajustar el ajusta el pH a 7 con una solución de NaOH 5N. Esterilizar por autoclave 

durante 15 min a 120 °C (15 lb/in2). 

 

 



Buffer para fagos  

Trisma-base 50 mM 

MgSO4 10 mM 

NaCl 100 mM  

Gelatina 0.01% 

Disolver los ingredientes y calentar en agitación hasta disolver completamente. 

Ajustar el ajusta el pH a 8 con una solución de NaOH 5N. Esterilizar por autoclave 

durante 15 min a 120 °C (15 lb/in2). 

 

Solución de diálisis  

Trisma base 50 mM 

NaCl 10 mM 

MgCl2 10 Mm 

Disolver los ingredientes y calentar en agitación hasta disolver completamente. 

Ajustar el ajusta el pH a 7 con una solución de NaOH 5N.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Materiales  

Materiales para el muestreo de agua 

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Tubos cónicos de 15 mL Falcon™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Contenedor térmico de poliestireno 

 Hilo de nylon 

 Refrigerador 

 

Materiales para colección de muestras de cultivos bacterianos 

  

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Contenedor térmico de poliestireno 

 Refrigerador 

 

  



Materiales para el aislamiento de cepas de SARM  

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Cajas de Petri desechables estériles 100x15mm VWR™ 

 Asa bacteriológica 1/100 

 Matraz Erlenmeyer de 1L 

 Matraz Erlenmeyer de 250mL 

 Barra agitadora magnética de 35x9mm 

 Parrilla eléctrica con agitación FISHER® 

 Aplicadores de madera ViaMed™ 

 Medio MSA BD Difco™ 

 Medio TSA™ caldo BD Difco™ 

 Sensidiscos cefinase Nitrocef Disks™ BD BBL 

 Pinzas de disección curva de punta fina  

 Agua estéril Pisa® 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Tubos BD Vacutainer® con Citrato de Sodio 

 Pipeta de transferencia de 3 mL Falcon® 

 

  



Materiales para la preparación de tapices bacterianos, aislamiento y 

propagación de bacteriófagos  

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Cajas de Petri desechables estériles 100x15mm VWR™ 

 Filtros para jeringa de membrana de polietilsulfona 25mm tamaño de poro 

0.22µm Simsii™ 

 Jeringas desechables de 5mL BD™ 

 Asa bacteriológica 1/100 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Micropipeta 100-1000µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Puntillas para Micropipeta de 1000µL Eppendorf™ 

 Tubos de ensayo de 20x150 con tapón de plástico CAP-O-TEST LUDI A.G.™ 

 Matraz Erlenmeyer de 1L 

 Matraz Erlenmeyer de 250mL 

 Barra agitadora magnética de 35x9mm 

 Parrilla eléctrica con agitación FISHER® 

 Incubadora con agitación 

 Incubadora  

 Campana de flujo laminar 

 Autoclave 

 Aplicadores de madera ViaMed™ 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Tubos de microcentrífuga de 0.5mL Eppendorf™ 

 Tubos de microcentrífuga de 0.2mL Eppendorf™ 

 Hojas de bisturí número 10 Swann Morton™ 

 Medio TSA™ caldo BD Difco™ 

 Triptona BD Difco™ 

 Agar granulado BD Difco™ 

 Cloruro de Sodio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Calcio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Magnesio Sigma-Aldrich® 

 Tris 

 Medio Tɸ modificado Sólido 

 Medio Tɸ modificado Suave 



Materiales para la determinación del rango de hospederos  

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Cajas de Petri desechables estériles 100x15mm VWR™ 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Micropipeta 100-1000µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Puntillas para Micropipeta de 1000µL Eppendorf™ 

 Tubos de ensayo de 20x150 con tapón de plástico CAP-O-TEST LUDI A.G.™ 

 Matraz Erlenmeyer de 1L 

 Matraz Erlenmeyer de 250mL 

 Barra agitadora magnética de 35x9mm 

 Parrilla eléctrica con agitación FISHER® 

 Incubadora con agitación 

 Incubadora  

 Campana de flujo laminar 

 Autoclave 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Tubos de microcentrífuga de 0.5mL Eppendorf™ 

 Medio TSA™ caldo BD Difco™ 

 Triptona BD Difco™ 

 Agar granulado BD Difco™ 

 Cloruro de Sodio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Calcio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Magnesio Sigma-Aldrich® 

 Medio Tɸ modificado Sólido 

 Medio Tɸ modificado Suave 

 

  



Materiales para la concentración de fagos 

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Micropipeta 100-1000µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Puntillas para Micropipeta de 1000µL Eppendorf™ 

 Tubos para centrífuga de policarbonato Beckman Coulter® 29x104mm 

 Tubos Falcon® de policarbonato de fondo cónico de 50mL 

 Matraz Erlenmeyer de 1L 

 Matraz Erlenmeyer de 250mL 

 Barra agitadora magnética de 35x9mm 

 Parrilla eléctrica con agitación FISHER® 

 Incubadora con agitación 

 Incubadora  

 Campana de flujo laminar 

 Autoclave 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Tubos de microcentrífuga de 0.5mL Eppendorf™ 

 Medio TSB™ caldo BD Difco™ 

 Triptona BD Difco™ 

 Agar granulado BD Difco™ 

 Cloruro de Sodio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Calcio Sigma-Aldrich® 

 Cloruro de Magnesio Sigma-Aldrich® 

 Medio Tɸ modificado Sólido 

 Medio Tɸ modificado Suave 

 

 

 

 

  



Materiales para la extracción de ADN fágico 

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Micropipeta 100-1000µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Puntillas para Micropipeta de 1000µL Eppendorf™ 

 Campana de flujo laminar 

 Autoclave 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Fenol 

 Cloroformo 

 Agua destilada estéril 

 Microcentrífuga Eppendorf® 

 

Material para ensayos de restricción del ADN genómico. 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Puntillas para Micropipeta de 10µL Eppendorf™ 

 Campana de flujo laminar 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5mL Eppendorf™ 

 Tubos de microcentrífuga de 0.2mL Eppendorf™ 

 Enzima de Restricción Eco RI Biorad® 

 Enzima de Restricción Hind III Biorad® 

 Agarosa  

 Buffer de Restricción Biorad® 

 Colorante de Carga Biorad® 

 Bromuro de Etidio Biorad® 



Materiales para la estandarización del método de tinción negativa para 

microscopia electrónica 

 

 Bata de laboratorio 

 Guantes de látex Ambiderm™ 

 Cubrebocas Protec™ 

 Marcador indeleble Sharpie™ 

 Cajas de Petri desechables estériles 60x15mm VWR™ 

 Micropipeta 10-100µL Thermo Scientific™ 

 Puntillas para Micropipeta de 200µL Eppendorf™ 

 Nitrato de Uranilo Mallinckrodt® 

 Molibdato de Amonio Sigma-Aldrich® 

 Rejillas ultra delgadas carbono tipo-A 400mesh, cobre tamaño de pozo 42µm 

Ted Pella. 

 Pinzas de alta precisión Dumont® 

 Papel Parafilm® 

 Paños para tareas delicadas Kimwipes® 

 Matraz Volumétrico de 1mL  

 Balanza analítica Ohaus™ 

 Microscópio electrónico JEOL JSM-7800F PRIME Extreme-resolution 

Analytical Field Emission SEM. 


