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RESUMEN  

Los bacteriófagos (o fagos) líticos son virus que infectan bacterias 

provocando su muerte; esto resulta de gran interés para el uso de fagos líticos 

como herramienta para el control biológico y terapéutico de patógenos 

bacterianos. Salmonella spp. causa enfermedad gastroentérica en humanos y 

animales, debido a que han emergido cepas de Salmonella multidroga 

resistentes (MDR) se necesita buscar alternativas a los antibióticos para su 

control. El objetivo del presente trabajo fue aislar nuevos fagos líticos específicos 

para Salmonella spp. Al previo aislamiento se determinó el perfil de resistencia a 

antibióticos del cepario de Salmonella spp. del Laboratorio de Biología Molecular 

del IICV (29 aislados) y se identificaron 5 cepas (17%) MDR. Debido a que los 

animales domésticos son reservorios naturales de Salmonella se utilizaron heces 

frescas de perros callejeros como fuete de fagos líticos. Utilizando Salmonella 

spp. como cepas indicador con la estrategia de pre-amplificación, logrando aislar 

tres nuevos fagos líticos (φ1, φ2 y φ8). El fago φ8 resulto ser de gran interés al 

infectar una cepa de Salmonella Typhimurium, el serotipo de Salmonella con 

mayor importancia en salud pública. Los fagos obtenidos del presente trabajo 

junto con otros cinco fagos previamente aislados en nuestro laboratorio, poseen 

potencial para utilizarse como coctel para el biocontrol de Salmonella MDR 

combinado con otras medidas de bioseguridad e higiene para reducir el riesgo 

en salud pública y veterinaria. 

Palabras clave: Bacteriófagos - Fagos líticos – Aislamiento de fagos – Salmonella 

spp. – Salmonella MDR 
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ABSTRACT  

Lytic bacteriophages (or phages) are viruses that infect bacteria causing 

their death; this is of great interest as a tool for the biological and therapeutic 

control of bacterial pathogens. Salmonella spp. strains bacteria that causes a 

gastroenteric disease in humans and animals, due to the emergence of multi-drug 

resistant (MDR) Salmonella, an alternative to antibiotics for the effective control 

is needed. The objective of the present study was isolate new specific lytic phages 

for Salmonella spp. The profile of antimicrobial resistance of the Salmonella spp. 

strains was determined prior to selection from the Laboratory of Molecular Biology 

of the IICV (29 strains), five strains (17%) were identified as MDR. Because 

domestic animals are natural reservoirs of Salmonella, fresh feces of stray dogs 

were used as a source of lyric phages. Using Salmonella spp. as indicator strains 

with the pre-amplification strategy, three new lytic phages (φ1, φ2 and φ8) were 

isolated. The best antimicrobial activity was observed on phage φ8 when infecting 

a strain of Salmonella Typhimurium, the serotype of Salmonella with greater 

importance in public health. The phages obtained from this work together with 

other five phages previously isolated in our laboratory, have the potential to be 

used as a cocktail for the biocontrol of Salmonella MDR combined with other 

measures of biosecurity and hygiene to reduce the risk in public and veterinary 

health. 

Key words: Bacteriophages – Lytic phages – Phage isolation – Salmonella spp. – 

Salmonella MDR. 
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INTRODUCCIÓN  

Los bacteriófagos, también llamados fagos son virus que infectan 

bacterias, estos son capaces de utilizar los recursos de su anfitrión con la 

finalidad de reproducirse y provocar lisis celular, lo que conlleva a la liberación 

de nuevas partículas fágicas (Higgins y col., 2008; Anany y col., 2011). Dado que 

son los agentes virales más abundantes de la biosfera, representan un excelente 

mecanismos de control, ya que producen un equilibrio entre las bacterias que se 

multiplican y los fagos que destruyen una parte de esa población bacteriana. El 

uso de fagos para la reducción de patógenos bacterianos fue empleada por 

d’Herelle en 1919 y desde entonces se utilizaron para el control de diversas 

infecciones bacterianas (Callaway y col., 2006). Sin embargo el uso generalizado 

de los antibióticos, unido al inconveniente de emplear preparaciones poco 

purificadas, condujo al abandono de la fagoterapia (Ronda y col., 2016). Es así 

como la aparición y transmisión de microorganismos resistentes a los antibióticos 

ha intensificado la búsqueda de alternativas para el control no antibiótico de estos 

patógenos. Ya que las bacterias oportunistas resistentes a antibióticos  son un 

riesgo de salud pública (Moreno y col., 2018). 

La salmonelosis es una enfermedad de distribución mundial y de gran 

importancia para la salud pública, debido a que Salmonella entérica se encuentra 

en el tracto gastrointestinal de mamíferos, aves y reptiles, además de que puede 

sobrevivir durante mucho tiempo en agua, suelo o en los alimentos (Capparelli y 

col., 2010). S. Enteritidis, es la serovariedad más prevalente en el mundo seguida 

de S. Typhimurium (Uribe y col., 2006), causantes de la mayoría de las 
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infecciones entéricas en animales y humanos (Augustine y col., 2013; Sillankorva 

y col., 2010). De tal manera que la presencia de Salmonella resistente a 

diferentes antibióticos hace necesaria la búsqueda de alternativas para 

combatirlas (Capparelli y col., 2010). Por esta razón la fagoterapia se ha usado 

para combatir patógenos gastrointestinales, gracias a su potencial para controlar 

bacterias (Callaway y col., 2006). Es por esto que el objetivo del presente trabajo 

es aislar nuevos fagos líticos capaces de infectar Salmonella spp. multidroga 

resistente (MDR), provenientes de heces de perro callejeros de Mexicali, Baja 

California.  
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Bacteriófagos líticos 

Los fagos líticos, son virus que infectan bacterias, llevándolas a la 

destrucción, debido a la multiplicación y liberación de nuevos fagos, que re-

infectaran a otras bacterias de manera especie-específica. Ya que, su rango 

hospedero se encuentra asociado a nivel de serotipo y especie (Hagens y 

Lossner, 2010). Sin embargo se ha reportado que diferentes especies 

bacterianas pueden ser huésped de un mismo fago (Kutter y Sulakvelidze, 2004). 

Cada partícula fágica (virión) está formada por una nucleocápside; esta está 

compuesta por material genético y proteínas. De tal manera que el genoma 

puede ser DNA o RNA de doble o de una sola cadena; y este estará protegido 

por una cubierta de proteínas denominada cápside. (Clark y March, 2006; 

Guttman y col., 2005). Los fagos, como todos los virus, son parásitos absolutos 

que solo proliferan en ambientes que colonizan sus huéspedes bacterianos. Esto 

se debe a que a pesar de llevar toda la información para dirigir su propia 

replicación, no tienen la maquinaria necesaria para generar energía ni ribosomas, 

para la fabricación de proteínas. Es así como estos contribuyen a mantener un 

equilibrio dinámico entre las especies bacterianas de cualquier ecosistema 

natural (Kutter y Sulakvelidze, 2004; Brüssow y Kutter, 2005). Fue así como la 

primera observación asociada a la existencia de fagos líticos, fue reportada por 

Hankin en 1896, quien observo actividad antibacteriana en los ríos jumna y 

ganges en la India. Sin embargo el descubrimiento de los fagos líticos fue dado 

de manera independiente por Twort (1915) y d’Herelle (1917). Desde su 
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descubrimiento hasta los años 40 los fagos eran de uso común, como fármacos 

particularmente en Georgia, Rusia, Polonia y Estados Unidos (Summers, 2005). 

Sin embargo el uso terapéutico de estos fue cayendo en el olvido, debido al 

descubrimiento de los antibióticos (García y col. 2008; Gaviria y col. 2012). 

Estructuras de fagos 

Los fagos tienen un alto nivel de especificidad, viabilidad y capacidad para 

proliferar rápidamente dentro del huésped apropiado. Esto es gracias a su 

estructura, la cual está determinada por la conformación y organización proteica 

de su cápside; de tal manera que estas proteínas definen la complejidad 

estructural y la forma de fago, ya que pueden proveerlos de cuello, cola, fibras 

caudales, laminas básales y/o espículas (Figura 1); su función principal es 

proteger al genoma viral. Además les proporciona la habilidad de permanecer 

viables por largos periodos de tiempo, en ambientes adversos como la exposición 

a ADN-asas, variaciones de pH y temperatura (Segundo y col. 2010; Gaviria y 

col. 2012). De modo que existen fagos icosaédricos (su genoma se encuentra 

condensado, su forma es casi esférica) y helicoidales (su genoma se encuentra 

como un filamento extendido y está rodeado por proteínas dispuestas 

helicoidalmente) (Maciel, 2012). 
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Figura 1. Estructuras proteicas que pueden componer a un fago 
A: fago con simetría icosaédrica; B: fago con simetría helicoidal o filamentosa. 
Fuente imagen: Segundo y col. 2010 

 

Ciclos de replicación de los fagos  

La infección fágica se inicia cuando el fago entra en contacto con una 

bacteria hospedadora. Sin embargo los fagos pueden ser líticos (virulentos) o 

temperados (lisogénicos), según su ciclo de replicación (Figura 2). El ciclo 

lisogénico, inicia una vez que el fago inserta su genoma en el ADN bacteriano, 

replicándose en cada división bacteriana, sin afectar la viabilidad de esta. 

Mientras que el ciclo lítico se da cuando el fago domina la maquinaria metabólica 

de la bacteria, dando lugar a la replicación y transcripción únicamente del genoma 

fágico, esto con la finalidad de formar la nueva progenie y ocasionar la muerte 

bacteriana (Ley de Coss, 2013; Spricigo, 2012). De manera que el primer paso 

se da en el reconocimiento de los receptores de la bacteria, por los contra 

receptores del fago. Este se fija adsorbiendo componentes específicos de la 

superficie bacteriana, que contengan su receptor. Una vez que ocurre la 

adsorción, se produce un cambio en las proteínas de la placa basal y producen 
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un poro en la membrana citoplasmática de la bacteria, en donde la vaina del fago 

inyecta y/o ingresa su material genético, mientras que la envoltura proteica del 

fago queda en el exterior. Estas proteínas reparan el poro de la membrana 

citoplasmática por donde ingreso el genoma viral y posteriormente se da la 

expresión de los genes tempranos del fago, lo que permite la síntesis de 

proteínas involucradas en la replicación del genoma vírico. Después se da la 

replicación del genoma fágico y la síntesis de las proteínas víricas de la expresión 

tardía que están implicadas en la formación de las nuevas partículas 

(empaquetamiento del genoma y ensamblaje de las nuevas partículas víricas), y 

finalmente se da la destrucción bacteriana por lisis y liberación de la nueva 

progenie. La forma de replicación del genoma viral es dependiente del tipo de 

material genético (Quiroz, 2005; Spricigo, 2012).

 

Figura 2. Ciclos de replicación fágica 



7 

 

 

Aplicaciones de fagos líticos 

En los últimos años se ha reconocido que los fagos tienen varias 

aplicaciones potenciales sin embargo la amenaza actual de bacterias resistentes 

a los antibióticos ha renovado el interés hacia los fagos líticos como agentes 

terapéuticos y como agentes de control biológico (García y col. 2008). 

Fagoterapia  

Fue d´Herelle quien empezó a utilizar los fagos líticos como tratamiento 

para enfermedades infecciosas, desde entonces la fagoterapia ha demostrado 

ser una alternativa viable para enfermedades bacterianas (Segundo y col. 2010). 

De tal manera que la fagoterapia se refiere a la administración de fagos líticos 

(virulentos), aislados directamente del paciente que es portador del patógeno 

bacteriano que se considera responsable de una infección crónica. Sin embargo 

hoy en día se busca obtener más conocimientos sobre la diversidad de los fagos 

y de las interacciones fago-bacteria en individuos sanos y enfermos con el fin de 

obtener nuevas alternativas para la prevención y/o tratamientos contra las 

infecciones bacterianas. Los fagos han sido administrados por varias vías (oral, 

tópica, intravenosa, intrapleural), sin reportar complicaciones asociadas con su 

uso. Se cree que los fagos son seguros por el hecho de que son comensales 

omnipresentes dentro de los ecosistemas (Viertel y col. 2014). Algunas de las 

ventajas de la terapia con fagos son: su uso como tratamiento preventivo, 

alternativa para bacterias resistentes a antibióticos, su alta especificidad evita el 

daño a la biota normal del paciente, además de que no son tóxicos para animales, 

plantas y humanos. A pesar de que han demostrado ser efectivos como 
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tratamiento de enfermedades infecciosas, existen limitantes que hacen difícil su 

desarrollo en formas farmacéuticas, retrasando su uso. Algunas de las limitantes 

son: que su espectro de acción es limitado al ser altamente específicos, la 

concentración del fago debe ser lo suficientemente alta para permitir el contacto 

con la célula hospedera, se eliminan rápidamente por el sistema inmune, además 

de que las bacterias pueden presentar resistencia a los fagos (Jorquera y col. 

2015). Sin embargo, la aplicación de cócteles fágicos (más de un fago específico 

contra la bacteria hospedador) puede contrarrestar la aparición de bacterias 

resistentes, además de aumentar la efectividad del tratamiento (Spricigo, 2012; 

Tamariz y col. 2014). 

Control biológico en alimentos 

El control biológico basado en la aplicación de fagos líticos contra 

bacterias causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), es 

relativamente nueva en comparación con su uso terapéutico y de diagnóstico. Sin 

embargo, la aplicación de fagos líticos en el área de inocuidad alimentaria puede 

abordarse en todas las etapas de producción con el enfoque de “granja a la 

mesa”. De tal manera que se pueden aplicar: en animales enfermos como 

fagoterapia, en productos crudos de origen animal y vegetal (biocontrol), en 

superficies y utensilios (biohigienización) y como conservadores naturales en 

productos manufacturados perecederos, para aumentar su vida útil (García y col. 

2008). Hoy en día, diversos productos comerciales a base de fagos líticos, han 

sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA). Estos se aplican en 

diferentes etapas de la producción de alimentos con la finalidad de eliminar 
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patógenos bacterianos como L. monocytogenes, E. coli y Salmonella spp. Sin 

embargo, la utilización de fagos como agentes de control biológico en alimentos 

presenta diversas ventajas y desventajas. Dentro de las ventajas se describen: 

alta especificidad, crecimiento exponencial de las partículas fágicas en presencia 

de su bacteria hospedero, efectos mínimos sobre la microbiota normal presente 

en los alimentos, además de tener bajo impacto ambiental. Por otro lado las 

principales preocupaciones y desventajas del uso de fagos son: la selección 

rigurosa (utilizar únicamente fagos líticos, estables bajo ciertas condiciones 

físico-químicas y temperaturas de almacenamiento), bajo rango de hospederos, 

alta concentración de fagos para que se dé la interacción con la bacteria 

hospedador, barreras físico-químicas que disminuyen la interacción bacteria-fago 

(características físicas del alimento, siendo reportado un mejor efecto en 

alimentos líquidos que en sólidos), y por último la presencia de problemas en la 

percepción del consumidor (Joquera y col. 2015). 

Aislamiento de fagos 

Una de las ventajas del uso de fagos líticos es que se pueden encontrar 

de manera ubicua en el ambiente, de tal manera que son de fácil acceso ya que 

se pueden utilizar diversas fuentes para su aislamiento (suelo, aguas residuales, 

heces, etc.) (Albino y col. 2014; Atterbury y col. 2007). Se han reportado diversos 

trabajos en los que se aislaron fagos líticos. Hwang y colaboradores (2009), 

usaron diversas muestras ambientales (suelos de criaderos y mataderos, aguas 

residuales) y de pollos (piel y heces) como fuente para el aislamiento de fagos 

líticos; lograron aislar seis fagos para Campylobacter jejuni de las muestras 
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obtenidas de los pollos. Así mismo Melo y colaboradores (2014) aislaron cinco 

fagos líticos para Staphylococcus epidermidis, a partir de aguas residuales sin 

embargo ellos seleccionaron el fago SEP1 por presentar mayor espectro de 

actividad lítica, posteriormente hicieron diversas pruebas para su caracterización. 

Por otro lado se reportó el aislamiento del fago A318 que infecta Vibrio 

alginolyticus, este se aíslo a partir de aguas destinadas para la acuicultura en el 

sur de Taiwan (Lin y col. 2012). También se han reportado aislamientos de fagos 

líticos para E. coli y Salmonella spp., donde usaron como fuente de fagos aguas 

residuales (Bercieri y col. 1991). 

Salmonella spp. 

Salmonella es una bacteria omnipresente y resistente, puede sobrevivir 

durante varias semanas en un ambiente seco y varios meses en agua. De tal 

manera que Salmonella es un género de bacilos gramnegativos que pertenecen 

a la familia Enterobacteriaceae, y que además son anaerobios facultativos, no 

hemolíticos, no esporulados, ureasa y oxidasa negativos (Caffer y col. 2001). 

Actualmente hay 2,463 serotipos (serovares) de Salmonella, este género consta 

de dos especies Salmonella bongori y Salmonella entérica, esta última se divide 

en seis subespecies S. entérica subsp. entérica; S. entérica subsp. salamae; S. 

entérica subsp. arizonae; S. entérica subsp. diarizonae; S. entérica subsp. 

houtenae y S. entérica subsp. indica (Brenner y col. 2000). 

De los serotipos que son específicos para animales de producción 

tenemos S. Abortus ovis, S. Cholerae suis, S. Gallinarum, S. Abortus equi, S. 

Dublín, estos provocan abortos y gastroenteritis principalmente en sus 
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hospedadores. Sin embargo, cuando los humanos se infectan con estos 

serotipos, causan septicemia severa. De tal manera que el 99% de los serotipos 

de subespecie entérica, son responsables de la salmonelosis en humanos y 

animales (Gutiérrez y col. 2007). Sin embargo S. Enteritidis y S. Typhimurium son 

los dos serotipos de mayor importancia, ya que se transmiten de animales a 

humanos (zoonosis), y que además es de distribución mundial (OMS, 2018). 

Salmonelosis  

La salmonelosis es una enfermedad zoonótica constituida por un grupo de 

infecciones provocadas por bacterias del genero Salmonella spp. (Fonneg y col. 

2009), con manifestaciones que van desde una gastroenteritis, bacteriemia y 

fiebre tifoidea (Rivera y col. 2012). 

Enfermedad en humanos  

En los humanos se suele desarrollar la enfermedad con severidad 

variable. De tal manera que los pacientes infectados excretan con elevada carga 

bacteriana al inicio de la enfermedad y esto va disminuyendo con el paso del 

tiempo, sin embargo algunos pacientes se convierten en portadores que pueden 

propagar la bacteria hasta después de tres meses. Los signos clínicos suelen 

comenzar de 6 a 72 horas, después de la exposición a Salmonella spp., estos 

pueden durar de 2 a 7 días. Los signos clínicos que pueden presentarse son: 

fiebre, nauseas, vómito, diarrea (puede ser sanguinolenta), dolor de estómago y 

rara vez sepsis (OMS, 2018). La transmisión de Salmonella spp. se puede dar 

por: la exposición a individuos infectados, alimentos contaminados o por 

exposición a condiciones ambientales donde estuvo presente la bacteria; esto 



12 

 

 

último se debe a que Salmonella puede sobrevivir durante largos períodos en el 

medio ambiente, aunque no haya multiplicación significativa (Forshell y col. 

2006). A pesar de que la mayoría de los casos son relativamente leves y que los 

pacientes se recuperan sin tratamiento específico se debe considerar de alto 

riesgo en pacientes pediátricos, geriátricos y con inmunosupresión, ya que en 

ellos puede ser particularmente grave (Uribe y col. 2006). 

Enfermedad en animales 

A menudo se encuentra Salmonella en el tracto gastrointestinal de 

mamíferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos (Caffer y col. 2001). 

De manera que estos pueden o no desarrollar la enfermedad, no obstante son 

portadores y propagadores potenciales de la bacteria. Los animales infectados 

pueden presentar vómito, diarrea (puede ser sanguinolenta), fiebre, pérdida de 

apetito y bajo nivel de actividad física (OMS, 2018). 

Importancia de Salmonella en salud pública    

En la segunda mitad del siglo XX ocurrieron dos cambios importantes en 

la epidemiología de la salmonelosis en el mundo; en primer lugar el surgimiento 

de infecciones en humanos provocadas por el consumo de alimentos 

contaminados por Salmonella Enteritidis y en segundo lugar la múltiple 

resistencia a los antibióticos de cepas de Salmonella Typhimurium (Castillo y col. 

2008). De tal manera que la salmonelosis representa un problema de salud 

pública nacional e internacional ya que se ha agudizado con la apertura 

económica y la globalización, esto se debe al incremento en el consumo de 

alimentos de origen animal (carne, huevos, lácteos, etc.) dando como resultado 
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un mayor riesgo de infección por los cambios que se han dado durante el 

desarrollo de las fases de producción de los alimentos, como son las prácticas 

de manejo, almacenamiento, distribución y preparación de los mismos, de tal 

manera que estas variaciones dan como resultado un gran problema en la higiene 

de los alimentos. Como es sabido Salmonella spp. se encuentra comúnmente en 

el tracto gastrointestinal y otros tejidos ocasionando la contaminación de la carne 

durante el sacrificio animal, así mismo los animales infectados excretan la 

bacteria en heces y orina dando lugar a la contaminación del ambiente, de tal 

manera que se ha incrementado la diseminación por vía oral. Los alimentos 

contaminados tienen un impacto directo sobre la salud de las colectividades, no 

solo debido al patógeno sino frecuentemente por la presencia de antimicrobianos 

que pueden contribuir a la aparición de cepas resistentes (Uribe, 2006; Rábago 

y col. 2010). De manera que la aparición de resistencia a múltiples agentes 

antimicrobianos en bacterias patógenas se ha convertido en una amenaza 

importante para la salud pública ya que hay menos agentes antimicrobianos 

disponibles o incluso a veces ninguno disponible para las infecciones causadas 

por estas bacterias (Magiorakos y col. 2012). 

Resistencia de Salmonella a los antimicrobianos 

La aparición de resistencia de Salmonella a los antibióticos ha crecido 

rápidamente en diferentes partes del mundo, debido al abuso en la aplicación de 

estos como tratamiento en animales y humanos. Existen dos formas de 

transmisión de resistencia adquirida en Salmonella: por transmisión de material 

genético extra cromosómico procedente de otras bacterias o a través de 
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mutaciones en el cromosoma bacteriano. La resistencia a los  antibióticos como 

el cloranfenicol, ampicilina y sulfametoxazol-trimetoprim, surgen y se diseminan 

principalmente por la captación de nuevo material genético transferible, a 

diferencia de la resistencia a las fluoroquinolonas ya que es el resultado de 

mutaciones en el genoma bacteriano (Rivera y col. 2012). Se ha identificado una 

amplia variedad de genes y mutaciones mediadoras de resistencia a fenicoles, 

aminoglucósidos, fluoroquinolonas y betalactámicos en Salmonella spp. (Michael 

y Schwarz, 2016). 

Fagos líticos para Salmonella  

Varios estudios han aplicado tratamientos con fagos líticos para 

contrarrestar la colonización por Salmonella spp., sugiriendo que los fagos 

pueden ser considerados como una herramienta alternativa y/o complementaria 

para los métodos de control y prevención de esta bacteria. Atterbury y 

colaboradores (2007) aislaron fagos líticos para Salmonella spp., ellos 

seleccionaron tres fagos (φ151, φ25 y φ10) que fueron aplicados en pollos de 

engorda en dos diferentes concentraciones de multiplicidades de infección (MOI),  

una baja (9.0 long 10 PFU/ml) y una alta (11.0 long 10 PFU/ml). De tal manera 

que ellos reportan no haber observado reducción significativa de la colonización 

por Salmonella spp., utilizando la concentración mínima del fago a pesar de haber 

obtenido un incremento en la titulación del mismo, por otro lado ellos reportan 

que observaron reducción significativa de la colonización cecal de la bacteria, 

utilizando una alta titulación del fago. Así mismo Borie y colaboradores (2008) 

usaron un fago (f3SE) para reducir la incidencia de S. Enteritidis en pollos. Ellos 
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aplicaron diferentes tratamientos donde utilizaron fagos a diferentes 

concentraciones (MOI de 1x106 UFP/dosis y de 10x107 UFP/dosis), además de 

administrar S. Enteritidis por vía oral. Después de 10 días pos infección los pollos 

fueron sometidos a eutanasia para tomar muestras intestinales y un pool de 

órganos (bazo, hígado y corazón). Ellos detectaron la presencia de fagos en 

intestino y en órganos de tal manera que demostraron que el fago que se utilizó 

presento una permanencia sistémica contribuyendo a una potencial ventaja en la 

prevención de futuras reinfecciones en las aves. Además de que no observaron 

lesiones macroscópicas sugerentes a alguna patología lo que refuerza el 

concepto de inocuidad de los fagos. Por otro lado Gong y colaboradores (2017) 

usaron un cóctel de fagos líticos (φjc1, φs5p2, φ29, φ52, φ1pb y φvca1) para 

reducir la contaminación por Salmonella spp., en botas de trabajadores. Ellos 

aplicaron diferentes tratamientos por inmersión y/o remojo de las botas, en los 

que incluían el cóctel de fagos. De tal manera que ellos reportan que existen 

muchos factores que afectan la efectividad de los fagos como desinfectante 

habitual, sin embargo reconocieron que presentaron mayor efectividad 

combinados con otro tipo de herramienta (hipoclorito de sodio o cepillado) que 

ayude a aumentar la efectividad de estos. 
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MATERIALES Y METODOS 

Localización del área de estudio 

El presente estudio se desarrolló en el Laboratorio de Biología Molecular 

del instituto de investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV) de la Universidad 

Autónoma de Baja California (UABC); ubicado en el municipio de Mexicali, Baja 

California, México. 

Cepas de Salmonella spp.  

Se utilizaron un total de 29 cepas de Salmonella spp.; 27 aislados 

obtenidos por estudios previos en el IICV (cortesía del Dr. Tomas Rentería 

Evangelista, MC. Karla Michelle Núñez Castro y MVZ. Carolina Rivera García), 1 

aislado de Salmonella Typhimurium obtenido de camarón marino (cortesía del 

Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez) y una cepa de referencia ATCC 14028 (cortesía 

del Dr. Rafael Martínez Miranda). Los aislados de perros fueron identificados 

bacteriológicamente, confirmados por medio del sistema API20e (Núñez, 2015) 

y/o la técnica de PCR dirigido al gen InvA. En el presente trabajo se empleó 

además la técnica automatizada para la identificación bioquímica de las cepas 

(23/29) por medio del sistema VITEK®2 (cuadro 1). 
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Cuadro 1. Cepas de Salmonella spp. utilizadas en el presente estudio 

  Identificación bioquímica (%) 

#ID Referencia 
API20e 
(Ref. 1) 

VITEK®2 
(Presente trabajo) 

51 2 ND ND 

70 2 ND ND 

120 1 99 98 

133 2 ND ND 

151 2 ND ND 

208 1 99.9 98 

267 1 89 99 

268 1 89 97 

296 1 ND 99 

298 1 99.9 99 

317 1 77.1 97 

335 1 89 95 

338 1 99.9 98 

352 1 99.9 97 

354 1 99.7 ND 

375 1 89 99 

383 1 89 97 

387 1 89 97 

396 1 83.6 97 

398 1 92.8 99 

399 1 99.9 99 

411 1 99.7 97 

437rv 1 99.9 95 

437sc 1 89 97 

454 1 89 99 

488 1 89 99 

501 1 99.7 98 

ST 3 ND 99 

ATCC14028 4 ND ND 

ND: no determinado; Referencia 1, Núñez (2015); 2, cortesía de MVZ. Carolina Rivera García; 3, 
cortesía del Dr. Carlos Eliud Angulo Valadez; 4, cortesía del Dr. Rafael Martínez Miranda. 
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Las cepas bacterianas fueron inicialmente resembradas en caldo de 

cultivo Luria Bertani (LB) con glicerol al 10% para su almacenamiento a -20°C; 

además se liofilizaron y almacenaron para su posterior utilización. 

El levantamiento de las cepas congeladas en glicerol fue por cultivo en 

caldo LB, estos se incubaron a 37°C con agitación de 250 rpm por un periodo de 

24 horas. Posteriormente se resembraron en cajas Petri con agar base LB y se 

incubaron a 37°C por un periodo de 18 a 24 horas para confirmar la morfología 

de las colonias. Para la preparación de bacterias indicador de fagos líticos se 

tomó una sola colonia de la caja almacenada a 4°C no mayor a 1 mes; se preparó 

un caldo de cultivo con crecimiento por toda la noche como un “pre-cultivo”, para 

obtener caldos de cultivo fresco de 2 a 5 horas de crecimiento bacteriano de la 

etapa de crecimiento exponencial para utilizarse en las pruebas de fagos. Los 

medios se prepararon y esterilizaron siguiendo las recomendaciones indicadas 

por los fabricantes.  

Susceptibilidad antibiótica  

Para determinar la susceptibilidad antibiótica de cada cepa de Salmonella 

se llevó a cabo la técnica de difusión en agar utilizando sensidiscos de la marca 

Bio-Rad® para Gram negativos y cajas con medio agar Muller-Hinton (MH, 

MCDLAB) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Primero se creció un 

caldo de 18 a 24 horas, el cual fue diluido en PBS hasta alcanzar una turbidez 

comparable con el estándar 0.5 MacFarland (va de 1 a 2 x 10 -8 UFC/ml). Una 

vez que se llegó a la turbidez deseada se sembró sobre la caja de agar MH, con 

ayuda de un hisopo estéril, distribuyendo la muestra en toda la superficie; 
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después de 3 a 5 minutos se colocó un sensidisco en cada caja y se incubó a 

37°C durante 18 horas. Una vez transcurrido el tiempo se examinó cada caja, de 

manera que los resultados se clasificaron como resistencia intermedia, sensible 

y resistente, según el diámetro del halo de inhibición (CLSI, 2012), formado de 

acuerdo al rango de referencia de los sensidiscos (Figura 3). 

 

Figura 3. Antibiograma de acuerdo con el halo de inhibición 
I: resistencia intermedia; S: sensible; R: resistente. 

Cada sensidisco cuenta con los siguientes antibióticos: amikacina (AK) 30 

μg, ampicilina (AM) 10 μg, cefalotina (CF) 30 μg, cefepime (FEP) 30 μg, 

cefotaxima (CTX) 30 μg, ceftriaxona (CRO) 30 μg, cloranfenicol (CL) 30 μg, 

gentamicina (GE) 10 μg, levofloxacina (LEV) 5 μg, netilmicina (NET) 30 μg, 

nitrofurantoina (NF) 300 μg, trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 25 μg. 

Detección de genes de resistencia antimicrobiana  

Este experimento se realizó en colaboración con la MVZ. Carolina Rivera 

García y MC. Karla Michelle Núñez Castro del IICV – UABC contribuyendo a sus 
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proyectos de tesis en proceso, por lo que se presentaran solo los datos con 

énfasis en cepas indicadores de fagos del presente estudio. 

Para realizar la técnica de PCR se llevó a cabo la metodología descrita por 

Talavera y colaboradores (2011). Los oligonucleótidos utilizados se muestran en 

el cuadro 2. 

Cuadro 2. Oligonucleótidos utilizados para la detección de genes de resistencia 

a antibióticos 

Oligonucleótidos Secuencia 5' → 3' 
Tamaño del 

amplicón (pb) 

SipBC-F ACAGCAAAATGCGGATGCTT 
232 

SipBC-R GCGCGCTCAGTGTAGGACTC 

cmlA-tetR-F CGCTCCTTCGATCCCGT 
260 

cmlA-tetR-R GCTGCGTTCATCTACAACAGAT 

PSE-1-F TTTGGTTCCGCGCTATCTG 
132 

PSE-1-R TACTCCGAGCACCAAATCCG 

TEM-F GCACGAGTGGGTTACATCGA 
291 

TEM-R GGTCCTCCGATCGTTGTCAG 

 

La reacción consistió en 2.5 μl de buffer de PCR 10×, 1.5 μl de MgCl2 25 

mM, 1 μl de dNTP’s a 10 mM, 1 μl de cada oligonucleótido a una concentración 

de 10 pmol/μl, 1 μl de Taq polimerasa (preparado en nuestro laboratorio), 2 μl de 

ADN bacteriano y 15 μl de agua grado molecular, con un volumen final de 25 μl. 

Las reacciones se sometieron a una desnaturalización inicial de 95°C por 5 

minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 48°C por 30 segundos y 

una extensión a 72°C por 30 segundos con una extensión extra de 72°C por 3 

minutos y el almacenamiento final a una temperatura de 4°C. Los productos de 

PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se 
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visualizaron con tinción por bromuro de etidio a 0.5 μg/ml bajo el transiluminador 

de luz ultravioleta (UV) del sistema de foto-documentación de la marca UVP, 

modelo BioDoc-ItTM Imaging System. Se usó un marcador de peso molecular (100 

pb DNA Ladder, GeneRuler) para confirmar el tamaño de los productos 

amplificados. 

Muestreo de heces  

Como fuente de fagos líticos se realizaron muestreos de heces de perros 

de manera aleatoria en el CEMCA de Mexicali, Baja California en el periodo de 

agosto 2017 a febrero 2018. Una vez que se obtenían las muestras frescas se 

transportaban al laboratorio para iniciar con el procedimiento de la pre-

amplificación de fagos, descrito por Díaz (2017).  

Aislamiento de fagos líticos 

Se empleó la estrategia de “pre-amplificación” para aumentar la 

probabilidad de detectar la presencia de fagos líticos siguiendo el método descrito 

por Díaz (2017), consiste en la amplificación de posibles fagos líticos de las 

muestras de heces con una o múltiples cepas indicador durante toda la noche en 

medio de cultivo líquido. 

Prueba de gota 

Una vez obtenida la muestra pre-amplificada del fago se llevó a cabo la 

prueba de gota o “spot test” en inglés (Figura 4). En esta prueba se utilizaron 

cajas Petri con agar base LB, suplementado con CaCl2 2mM; donde se inoculaba 

la bacteria con ayuda de un hisopo estéril y posteriormente se añadió el fago (5 

μl) sobre la bacteria inoculada, posteriormente las cajas se incubaron a 37°C por 
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un periodo de 24 a 48 horas. Una vez que transcurrió el tiempo las cajas eran 

examinadas para identificar zonas redondas, transparentes o parcialmente 

transparentes sobre el tapete bacteriano; si se observaron zonas redondas se dio 

como positivo a la presencia de la actividad lítica por posibles fagos líticos. Esta 

prueba se llevó a cabo con cada experimento de pre-amplificación. 

 

Figura 4. Prueba de gota (spot test) 

Ensayo de doble capa 

Una vez que se detectó la presencia de un posible fago lítico en la prueba 

de gota, se realizó el ensayo de doble capa (Figura 5) con la finalidad de poder 

observar y corroborar la presencia de calvas (zonas transparentes o claras 

provenientes de un fago lítico). Esta prueba consiste en la sobre posición de agar 

blando mezclado con bacteria hospedadora y fago lítico, sobre una base de agar 

sólido que finalmente nos permite observar calvas sobre el agar. De tal manera 

que esta prueba se realizó para diferentes experimentos del presente trabajo, 
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tanto el aislamiento inicial de los fagos líticos como la titulación, la propagación y 

la amplificación de fagos. 

 

Figura 5. Método de doble capa 

Una vez que se identificó la presencia de calvas aisladas de la muestra de 

pre-amplificación se hizo la resiembra del fago a partir de la prueba de doble 

capa, anteriormente descrita. Donde se tomaron de 5 a 20 calvas del mismo 

tamaño y forma, estas se diluyeron en 500 ml de buffer SM [NaCl 5.8 g, 

MgSO4·7H 2g, Tris-Cl (1 M, pH 7.5) 50 ml, H2O 1 L], se centrifugo a 12,000 rpm 

y se dejó a 4°C durante una hora, posteriormente se utilizó como la fuente de 

fagos. Se repitió al menos 3 veces para considerarse como un fago aislado, se 

conservó la suspensión de fagos o calvas a 4°C evitando agitación, burbujas y 

su exposición a la luz. 
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Amplificación de fago aislado 

Se prepararon las cajas de la prueba de doble capa con un crecimiento 

confluente de fago y se les agregó 1.5 ml de buffer SM/placa. Se dejó reposar 

por 10 minutos y se recuperó la suspensión de fago por pipeteo en un microtubo 

estéril. Se centrifugó por 10 minutos a 12,000 rpm a 4°C y se recuperó el 

sobrenadante para almacenarlo a 4°C por una hora. Se combinó la suspensión 

de fagos de múltiples placas para que alcance al título deseado de la solución de 

fagos (lisado de fagos) almacenado.  

Titulación del fago 

La titulación se hizo para conocer la concentración del stoc de fago 

almacenada (Cuadro 5). Se realizaron diluciones seriada 1:10 con buffer SM. En 

cada tubo se agregaron 90 μl de buffer SM y en el primer tubo se añadieron 10 

μl del lisado de fago, llegando a un volumen final de 100 μl (concentración 10-1) 

y en el siguiente tubo con buffer SM (90 μl) se pasaron 10 μl de la mezcla anterior 

(concentración 10-2) y así sucesivamente hasta obtener una serie de diluciones 

del fago con la finalidad de que resultaran en calvas contables (10-1000 

calvas/placa) (Figura 6). Transcurrido el tiempo de incubación se realizó el 

recuento de las placas de lisis para calcular los títulos correspondientes a 

unidades formadoras de calvas por mililitro (PFU/ml) utilizando la siguiente 

formula: 

PFU/ml = Número de calvas × factor de dilución × factor de volumen inoculado 
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Figura 6. Diluciones seriadas para determinar la titulación de fagos 

Se analizó el rango de hospedero de 8 fagos líticos de nuestro laboratorio; 

5 fagos aislados por Díaz (2017) y los 3 nuevos fagos aislados en el presente 

trabajo. Mediante la prueba de gota se determinó la resistencia/susceptibilidad 

para cada uno de los fagos por parte de las 29 cepas de Salmonella spp. 

presentados en el cuadro 1. 

Análisis estadístico 

Se determinó la frecuencia del rango hospedero de cada fago, se realizó 

estadística descriptiva utilizando el cociente de número de cepas infectadas entre 

el número de cepas utilizadas.  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

En la Figura 7 se muestra el porcentaje de sensibilidad a antibióticos de 

los aislados utilizados en el presente trabajo. Se observa que el 100% (29/29) de 

las cepas fueron resistentes a ampicilina, cefepime y cefalotina; así mismo el 62% 

(18/29), 21% (6/29) y 17% (5/29) de las cepas presentaron resistencia a 

cefotaxima, cloranfenicol y a trimetroprim-sulfametoxazol, respectivamente. Los 

niveles de resistencia que se observaron hacia el resto de los antibióticos 

testados fueron menor al 10%. Por otro lado cabe mencionar que el 97% (28/29) 

de las cepas fueron sensibles a amikacina, netilmicina, levofloxacina y 

nitrofurantoina; seguido por el 93% (27/29), 90% (26/29), 83% (24/29) y el 79% 

(23/29) de las cepas presentaron sensibilidad a ceftriaxona, gentamicina, 

trimetroprim-sulfametoxazol y cloranfenicol, respectivamente. De las cepas que 

presentaron resistencia intermedia destaca el 38% (11/29) de las cepas que 

resultaron resistencia intermedia a cefotaxima. En los hallazgos de este trabajo 

se hace evidente el alto porcentaje de resistencia que presentaron las cepas 

hacia los antibióticos del grupo β-lactámicos, así mismo se han reportado 

porcentajes similares de resistencia hacia los antibióticos de este grupo 

(Fernández y col., 2017; Tsai y col., 2007; Kiflu y col. 2017; Srisanga y col., 2017), 

esto se atribuye a que estos antibióticos son de uso común como tratamiento 

para diversas infecciones, tanto en humanos como en animales. 

Por otro lado, la Figura 7 nos muestra que la mejor opción terapéutica 

contra estas cepas en particular es la rotación de los antibióticos que presentaron 

un mayor porcentaje de sensibilidad, como es el caso de los aminoglucósidos, 
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levofloxacina, trimetroprim-sulfametoxazol, nitrofurantoina y cloranfenicol. El alto 

porcentaje de sensibilidad de algunos antibióticos que se reportaron en este 

trabajo es similar a los reportados en otros estudios como López y col. (2009) 

que aislaron cepas de Salmonella spp y E. coli de agua y suelo agrícola, donde 

obtuvieron 20 cepas de Salmonella spp., aisladas de las muestras de agua, ellos 

reportaron que el 100% de estas cepas fueron susceptibles a trimetroprim-

sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacina y ampicilina. Carvalho y col. (2009) 

analizaron 23 cepas de Salmonella spp. aisladas de muestras de agua, 

sedimento y de camarón, ellos reportan que el 100% de estas cepas fueron  

resistentes a cloranfenicol, nitrofurantoina, ciplofoxacina y ampicilina. La 

diferencia de ambos estudios al nuestro es la alta susceptibilidad que ellos 

reportaron a la ampicilina. Por otro lado, el uso de antibióticos como  

nitrofurantoina y cloranfenicol están contraindicados para animales de producción 

(Nayarit y col., 2016), sin embargo son utilizados en perros y gatos, aunque no 

son medicamentos de primera elección por esta razón creemos que hay un alto 

porcentaje de susceptibilidad de las cepas utilizadas en este trabajo, hacia estos 

antibióticos.   
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Figura 7. Susceptibilidad antibiótica de cepas de Salmonella spp. del presente 

estudio (n=29) 

 

AM: Ampicilina; FEP: Cefepime; CF: Cefalotina; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; AK: 

Amikacina; GE: Gentamicina; NET: Netilmicina; SXT: Trimetroprim-sulfametoxazol; CL: 
Cloranfenicol; LEV: Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina. 

 

En el Cuadro 3 se resumen los resultados del antibiograma con énfasis en 

el perfil de resistencia de cada cepa. Se identificaron un total de 9 perfiles de 

resistencia (Cuadro 3). El perfil de resistencia más común (11/29, 38%) fue el 

perfil 3 con resistencia a antibióticos que pertenecen al grupo de β-lactámicos 

como la ampicilina, cefepime, cefalotina y cefotaima. Leonard y col. (2011) 

analizaron 120 cepas de Salmonella spp. aisladas de perros domésticos en 

Ontario, Canadá; ellos reportaron que el 14% (17/120) de las cepas de 

Salmonella spp. que utilizaron fueron resistentes a > 2 antibióticos de diferente 

grupo, de tal manera que ellos mencionan que el perfil de resistencia que 

encontraron con mayor frecuencia fue: amoxicilina-ac.calvulánico, ampicilina, 

cefoxitina, ceftiofur y ceftriaxona, esto coincide con nuestro trabajo ya que de 
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igual manera estos antibióticos pertenecen al grupo de los β-lactámicos. El resto 

de los perfiles del Cuadro 3 se encontraron con menor frecuencia, sin embargo 

se identificaron tres perfiles (6, 8 y 9) con resistencia a la mayoría de los 

antibióticos probados; considerándose como MDR, por ser resistentes al menos 

a tres diferentes grupos de antibióticos. Las cepas MDR representan el 17% 

(5/29) de las cepas analizadas en el presente estudio. En el Cuadro 4 se 

presentan los detalles de los perfiles de resistencia de 8 cepas que fueron 

resistentes a antibióticos de al menos dos grupos diferentes, incluyendo las 

cepas MDR. Algunas de estas cepas fueron utilizadas como bacterias indicador 

en el aislamiento de nuevos fagos líticos.   
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Cuadro 3. Perfiles de resistencia fenotípica de las 29 cepas de Salmonella spp 

Perfil Resistente Intermedio # Cepas 

1 AM-FEP-CF-NF CTX 1 
2 AM-FEP-CF CTX 9 

3 AM-FEP-CF-CTX  11 
4 AM-FEP-CF-CTX GE 1 

5 AM-FEP-CF-CL CTX 1 
6 AM-FEP-CF-CTX-SXT-CL  3 
7 AM-FEP-CF-CTX-CL  1 

8 AM-FEP-CF-CTX-CRO-GE-NET-SXT-LEV AK 1 

9 AM-FEP-CF-CTX-CRO-GE-SXT-CL  1 
AM: Ampicilina; FEP: Cefepime; CF: Cefalotina; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; AK: 

Amikacina; GE: Gentamicina; NET: Netilmicina; SXT: Trimetroprim-sulfametoxazol; CL: 

Cloranfenicol; LEV: Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina. 

 

Cuadro 4. Perfil de resistencia de las cepas que fueron resistentes a > 2 

antibióticos, de diferente grupo. 

  AM FEP CF CTX CRO AK GE NET SXT CL LEV NF Perf. 

51 R R R I S S S S S S S R 1 

208 R R R I S S S S S R S S 5 

2681 R R R R S S S S R R S S 6 

3871 R R R R S S S S R R S S 6 

3961 R R R R S S S S R R S S 6 

298 R R R R S S S S S R S S 7 

3541 R R R R R I R R R S R S 8 

ST1 R R R R R S R S R R S S 9 
Cepas marcadas (1) son MDR; AM: Ampicilina; FEP: Cefalotina; CTX: Cefotaxima; CRO: 

Ceftriaxona; AK: Amikacina; GE: Gentamicina; NET: Netilmicina; SXT: Trimetroprim-

sulfametoxazol; CL: Cloranfenicol; LEV: Levofloxacina; NF: Nitrofurantoina.  
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Detección de genes de resistencia antibiótica  

Mediante la técnica de PCR se detectó la presencia de al menos uno de 

los 4 genes de resistencia a antibióticos que se identificaron en por lo menos una 

cepa. Los detalles de resultados se publicaran posteriormente por colaboradores. 

Las frecuencias de la detección de los 4 genes, SipBC, TEM, PSE-1 y cmlA/tetR 

fueron 100% (29/29), 93% (27/29), 10% (3/29) y 3% (1/29), respectivamente.  

De las 8 cepas que se utilizaron como indicador (208, 267, 268, 396, 399, 411, 

437sc y ST) en el aislamiento de los nuevos fagos, 5 cepas (208, 267, 399, 411 

y 437sc) fueron  positivas a los genes SipBC y TEM, mientras que 2 cepas (268 

y 396) fueron positivas a los genes SipBC, TEM y PSE-1 y la cepa ST fue positiva 

a los genes SipBC y cmlA/tetR. La Figura 8 demuestra un ejemplo de resultados 

representativos de la amplificación del gen SipBC. 

 

Figura 8. Detección del gen SipBC mediante PCR 
Visualización del producto de PCR (fragmento de 232 pb) en electroforesis de gel de agarosa al 

1.5%. A, B y D: muestras positivas (354, ST y 396, respectivamente) al gen SipBC; C: 100 pb 
DNA Ladder (GeneRuler); E: control negativo. 
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Aislamiento de fagos líticos  

Mediante la estrategia de pre-amplificación se logró aislar tres nuevos 

fagos líticos (φ1, φ2 y φ8), provenientes de diferentes muestreos de heces 

frescas de perros. Para las combinaciones de cepas indicador con resultados 

exitosos para el aislamiento de los fagos φ1, φ2 y φ8 fueron (399, 396, 208, 267, 

ST), (208,411, 437sc, 268, ST) y ST, respectivamente. Las cepas indicador 267, 

399, 411 y 437sc fueron incluidos por el interés de obtener fagos líticos de estas 

cepas, meta que no se ha podido lograr en estudios previos en nuestro 

laboratorio. Estas cepas no son resistentes a más de dos grupos de antibióticos 

por lo que no se incluyeron en el Cuadro 4. La Figura 9 demuestra ejemplos 

representativos de una serie de pruebas para el aislamiento de fagos. Una vez 

detectada la presencia de actividad lítica de fagos pre-amplificados (Figura 9-A), 

prueba de gotas), se continuó con el aislamiento de los mismos, esto fue posible 

al ensayo de doble capa que nos permitió observar y corroborar la presencia de 

calvas (Figura 9-B). Tras  la resiembra de los nuevos fagos se realizó la 

amplificación de estos, dándonos como resultado una solución de fago para 

almacenamiento (Figura 9-C, lisado de placa). Una vez que se obtuvo la solución 

de almacenamiento de cada fago se determinó la concentración (titulación) de 

cada uno (Cuadro 5), donde destaco el Φ8 por presentar características de fácil 

amplificación en el laboratorio. Así mismo se han reportado aislamientos exitosos 

de nuevos fagos líticos específicos para Salmonella spp. Carey-Smith y col. 

(2006) reportaron el aislamiento de dos nuevos fagos líticos (FGCSSa1 y 

FGCSSa2) para Salmonella spp. obtenidos a partir de aguas residuales, estos 

fueron altamente específicos ya que utilizaron 8 cepas de cinco serotipos 
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distintos de Salmonella spp. (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. 

Menston, S. Saintpaul) y dos cepas de Escherícia coli. para evaluar su rango 

hospedero pero ninguno de los fagos fue efectivo contra E. coli. Ellos buscaron 

fagos que presentaran actividad lítica a 4°C para usarlos como biocontrol de 

Salmonella en alimentos refrigerados. La diferencia con nuestro estudio es que 

no utilizaron la estrategia de pre-amplificación con cepas indicador. Es decir, la 

muestra que ellos utilizaron como la fuente de fagos se utilizó directamente o con 

incubación a 4°C toda la noche con solo buffer SM para realizar la prueba de 

doble capa con múltiples cepas indicador en el agar blando. Albino y col. (2014) 

aislaron seis fagos líticos (F3, F4, F5, F6, F7 y F8) con la estrategia de pre-

amplificación, las muestras que usaron como fuente de fagos fueron tomadas del 

medio ambiente de granjas de cerdos, ellos evaluaron la especificidad de sus 

fagos usando ocho serotipos de Salmonella spp. (S. Abony, S. Aruzonae, S. 

Cholerae suis, S. Enteritidis, S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Typhy, y S. 

Typhimurium). Aunque la estrategia de pre-amplificación es un método eficiente 

y ampliamente utilizado para el aislamiento de nuevos fagos, no hemos podido 

aislar fagos líticos de algunas cepas aplicando este método durante varios años 

(ej. Cepas 268 y 354). Estrategias para el aislamiento de fagos, como la  pre-

precipitacion por polietilenglicol o por la prueba directa podrían emplearse para 

obtener fagos líticos de estas cepas.  
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Figura 9. Aislamiento de nuevos fagos líticos 

A: resultados de prueba de gota (fago φ8), B: resultados del ensayo doble capa 

(fago φ1), C: stoc del lisado de fago (fagos φ1, φ2, φ8 amplificados) 

 

Cuadro 5.Títulos de fagos aislados y amplificados por método de lisado de placa 

Fago Título (PFU/ml) 
Volumen 
(ml/placa) 

φ 1 1 × 109 1.3 

φ 2 1 × 105 1.3 
φ 8 1 × 1018 1.3 

 

La Figura 10 muestra el resumen de comparación del rango de hospedero 

de 8 fagos líticos de Salmonella spp. (3 fagos del presente estudio y 5 fagos de 

Díaz, 2017). Se analizaron frente a 29 cepas de Salmonella spp. de los cuales el 

90% (26/29) y 66% (19/29) de los aislados fueron susceptibles a los fagos φ488 

y φ317, respectivamente, siendo estos dos fagos los que presentaron mayor 

rango hospedero (Díaz, 2017). El rango hospedero de los tres nuevos fagos ocila 

entre el 14% (φ2) – 31% (φ1 y φ8), los cuales son comparables a la 

susceptibilidad mostrada por los fagos de Díaz (2017) (φ399, φ398 y φ298). Una 

de las posibles razones para explicar el rango de hospedero relativamente bajo 

de los tres nuevos fagos podría deberse a características únicas de cada cepa 

indicador que fueron utilizadas en el aislamiento, puede ser que no conservan las 
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estructuras moleculares de la superficie celular o los mecanismos de adhesión 

por fagos con otras cepas de  Salmonella analizadas. El desglose parcial de 

resultados del experimento del rango hospedero fue presentado en el Cuadro 6, 

como cuadro de la resistencia cruzada de cepas de interés, MDR (n=5) y non 

MDR (n=7) incluyendo cepas indicador utilizadas en el aislamiento. En el Cuadro 

6 observamos que los fagos aislados del presente trabajo tienen tendencia a no 

mostrar actividad lítica en las cepas MDR utilizadas durante el aislamiento. Por 

ejemplo el fago φ1 demostró actividad lítica en cepas non-MDR (208 y 399) pero 

no en cepas MDR (396 y  ST) utilizadas. Igualmente el φ2 demostró su actividad 

lítica en cepas indicador non-MDR (411 y 437sc) pero no a MDR (268 y ST). El 

fago φ8 fue el caso exitoso de aislamiento con actividad lítica a S. Typhimurium 

MDR, el serotipo con importancia en salud pública. Otra característica notable del 

fago φ8 fue su adaptación en las condiciones del laboratorio permitiéndose su 

fácil amplificación para lograr alto título de fagos, en la solución de 

almacenamiento (stock de lisado de placa) (Cuadro 5). Esto nos permitirá 

propagar gran cantidad de este fago para posteriores análisis como: propiedades 

físico químicas, fisiológicas, genómicas y proteicas. Originalmente la cepa de S. 

Typhimurium MDR fue aislada de camarón marino por lo que este fago tiene 

potencial para utilizarse en el biocontrol de S.Typhimurium en la acuicultura. En 

un trabajo similar Mahmoud y col. (2018) aislaron tres fagos líticos (Salmacey 1, 

2 y 3) provenientes de aguas residuales usando la estrategia de pre-

amplificación, utilizaron 31 cepas de Salmonella spp. de tres diferentes serotipos  

(S.Typhimurium, S. Enteritidis y S. Kentucky) aisladas de pollos de engorda. 

Además reportaron que todos los serovares fueron resistentes al menos a dos 
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antibióticos diferentes, sin embargo el serotipo que determinaron como MDR fue 

S. Kentucky. Estos fagos resultaron ser de amplio espectro, al ser capaces de 

detener el crecimiento de Salmonella spp. y Citrobacter freundii, in vitro. 

En resumen, para las cinco cepas de Salmonella MDR (268, 387, 396, 354 

y ST) de nuestro laboratorio hemos logrado el aislamiento de fagos líticos para 

tres de estas cepas; 2 fagos para la cepa 387 (φ317 y φ488), 5 fagos para la cepa 

396 (φ298, φ398, φ399, φ317 y φ488) y 2 fagos para la cepa ST (φ8 y φ317). La 

actividad lítica del φ488 contra la cepa ST no fue confirmada con certeza debido 

a discordancia de resultados de múltiples intentos por posible contaminación o 

intercambio de muestras de fago (Cuadro 6). En el presente trabajo no se logró 

aislar fagos líticos para las cepas MDR (268 y 354), sin embargo podría funcionar 

utilizar una sola cepa indicador para el proceso de pre-amplificación como fue el 

caso del φ8. Es posible que la tasa de crecimiento de estas cepas MDR (268 y 

354) sea tardado en comparación con las otras non-MDR que se utilizaron en el 

pool de cepas indicador y por lo tanto no fueron amplificados fagos específicos 

para estas cepas MDR. Otra de las posibilidades de no tener éxito en el 

aislamiento pudiese ser por la ausencia de fago en las muestras y/o por las 

características moleculares únicas de la superficie bacteriana. 

No obstante es evidente que los fagos φ317 y φ488 destacan por su alto 

rango de hospedero incluyendo algunas cepas MDR. En paralelo a la búsqueda 

de nuevos fagos de cepas MDR es importante continuar la caracterización de 

estos fagos junto con φ8, para determinar las condiciones óptimas de actividad 

lítica tanto en experimentos in vitro e in vivo. 
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Figura 10. Rango de hospedero de fagos líticos 

 

 

Cuadro 6. Resistencia cruzada de cepas Salmonellas MDR y non-MDR frente a 

8 fagos líticos 

 φ1 φ2 φ8 φ298♦ φ398♦ φ399♦ φ317♦ φ488♦ 

51   +    ND ND 

208 +   + + + + + 

268*         

387*       + + 

396*    + + + + + 

298 +  + + +  + + 

354*       ND  

ST*   +    + +a 

267   +  + + + + 

399 +  + + + + + + 

411 + +  +  + + + 

437sc  +  +    + 

(+): Sensible al fago; ND: no determinado; (*) cepas MDR; (   ): cepas indicador 
utilizadas para el aislamiento de nuevos fagos del presente trabajo;(♦) fagos 

aislados por Díaz (2017); (a): Resultados no confirmados. 

 

φ 1 φ2 φ8 φ2 9 8 φ3 9 8 φ3 9 9 φ3 1 7 φ4 8 8

31%

14%

31% 34% 34% 34%

66%

90%

P
o

rc
e

n
ta

je
 (

%
) 

 d
e

 c
e

p
a

s
 d

e
 

S
a

lm
o

n
e

lla
s
u

s
c
e

p
ti
b

le
s
 

Bacteriófagos líticos

(9/29) (9/29)

(4/29)

(10/29) (10/29) (10/29)

(19/29)

(26/29)



38 
 

CONCLUSIONES  

Se determinaron 5 cepas de Salmonella spp. como MDR, de las cuales la 

354 y ST fueron de alto riesgo para salud pública ya que presentan baja 

sensibilidad frente a diferentes antibióticos de uso común para el tratamiento de 

salmonelosis. De tal manera que se hace necesaria la vigilancia urgente en el 

uso de los antibióticos para combatir esta enfermedad. 

Se logró aislar tres nuevos fagos específicos a Salmonella (φ1, φ2, φ8) de 

los cuales el fagos φ8 demostró la capacidad de infectar a la cepa MDR de 

Salmonella Typhimurium (ST), además de mostrar su fácil amplificación en el 

laboratorio, por lo que se sugiere estudiar más su aplicación en el biocontrol de 

S. Typhimurium. 

Debido al limitado rango hospedero presentado por los fagos φ1 y φ2 se 

recomienda su uso en combinación con otros fagos (coctel de fagos), para 

complementar y aumentar la eficacia en el biocontrol de Salmonella spp de 

perros. 
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