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Staphylococcus aureus (Generalidades)

Llagas
ulceradas

AIéXénder
Ogston
(1880)

S. epidermidis

Anton
Rosenbach
(1884)

(Guo et al., 2020) (Enkelmann et al., 2020)

Introduccion

Lugares de colonizacion de
S.aureus

Infecciones causadas por
S.aureus

Torrente sanguineo  Endocarditis

Huesos Neumonia
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Resistencia a antibioticos de Staphylococcus aureus Introduccion

Mutaciones

\

Transferencia
horizontal de
genes

(Vestergaard etal., 2019) (Deyno et al., 2017)

Staphylococcus aureus
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Meticilina y
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1961 -

Resistente a penicilinay
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Gen vanA en 2002 <«—— Vancomicina
—

Resistente a penicilina, meticilina
y vancomicina (VRSA)
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Bacteriofagos (Generalidades) Introduccion

Clasificacion
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Ciclo de vida de los bacteriofagos Introduccioén

2 JAdsorcion

Insercion del profago en
el genoma del
hospedador

CICLO

LITICO CICLO
: : LISOGENICO

7 )Lisis de la célula huésped
1 y liberacion del fago

4 ) Replicacion del
ADN del fago

6 ) Ensamblaje de -
L fagos Liberacién del 2 ) Divisiéon celular
profago debido a
sefales
5 Sintesis de ambientales

Creado por Biorender
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Justificacion del problema

Q @ Penicilina

Po s 0 ] TR ~ Cefazolina
‘ Rk, &'k‘ ) 60 %
. S, De 132 aislados
S. aureus co(!onlzadel de S.aueusel
20 al 40% de 47% son MRSA

personas sanas

Antibidticos

Terapia confagos

Aparicion de bacterias Amenazas en la salud
resistentes publica

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

®ESPE

(Baroja et al., 2021)Okwu et al., 2019)



Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Obtener y caracterizar bacteriofagos
liticos especificos
contra Staphylococcus aureus.

Objetivo especificos

Obtener bacteriofagos liticos a partir de
mucosas mediante el uso de medios
especificos, pruebas fenotipicas y
bioquimicas para su purificacion.

Purificar bacteriéfagos liticos

contra Staphylococcus aureus mediante la
infeccidn con fagos en las bacterias
huésped para su caracterizacion.

Caracterizar bacteriéfagos

contra Staphylococcus aureus mediante
microscopia electrénica y conteo de placas
de lisis para su uso como biocontrol

contra Staphylococcus aureus.

Hipotesis

Los bacteriéfagos liticos aislados son eficientes contra Staphylococcus aureus.
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Materiales y métodos

Aislamiento de Staphylococcus aureus
mediante mediosde cultivos selectivos

Clavedicotomicapara el aislamiento de
Staphylococcus aureus

Tincion Gram

Positiva

Negativa .
Toma de
| muestra

v v

Siembra de muestra
(Agar sangre)

/,\

Bacilos Cocos

&37(:

" 48 horas

Tincion
Gram

—

Resiembra
(Agar sangre)

Catalasa
+ | -

y Y

Staphylococcus Streptococcus

Ay

~

Coagulasa
Manitol

P

~4 I a7+

Tincion
Gram

o ' 24 horas
JENT

Resiembra
(Agar manitol

y
S.aureus S.Epidermidis salado)

S. saprophyticus

Creado por Biorender
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ldentificacion bioquimicade
Staphylococcus aureus

Toma de
muestra

>
e@‘r”
v
Fijacion T, 24 horas
de .
muestra @ 25°C
<
H:20:2 3% /
LT

M

Extraccibnde ADN de
Staphylococcus aureus

Cultivo inicial

a—1
ol Cultivo [ ! 5 min
\1) bacteriano de 8000rpm

24 horas
isi Precipitacion
Lisis celular de proteinas
EDTA .
Lisosima sol.
Sol. Lisis Precipitacion
RMAsa
Precipitacion Lavado
de ADM de ADMN
. — e
o Isopropanol _-.ln Etanol
i
i
Rehidratacion
de ADN
Sol.
Rehidratacion

Creado por Biorender
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Disefio de cebadoresy PCR

Digefio de
cebadores

e~
Busqueda de ™™ . ﬁ
HOCROHEARY
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MaClz
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. Forward
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DMA

e S

Analisis de
muestra

by

Mat
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Alineamiento

Holding
sC

Indefinido
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a
W
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Creado por Biorender
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Aislamientoy enriquecimiento de
bacteriofagos

Curvadecrecimiento bacteriano
Fre
enriguecimientos

—_——— T
3 -‘-
= 4 ——— Caldo triptosa 0.5% Incubar 170rpm .
’L__) - | enriquecido S Centnfugﬁ; flcam[]ﬂrpm
vt - i Cultivo bacteriano :
Cultvo  Cultivo  Cultivoinicial Incubacién fresco .n. 24 horas 30 minutos
bacteriano bacterianc (OD: 0.03) 37°C Agua residual o
24 horas i 150 rpm caliva h . J
100uL de cultivo . L
bactarians Enriquecimientos
';*I/—\ 100wl 100ul 100ul 100uL 100wl 100wl 100uL T =
’; \ X /N Py /'\/_\/_\ /—\ /N [ =
J 'n "-, . . < S Ne—-1
/' .\ 9%00uL | -+ | w - 1 - Filtrar 10mL del Colocar SmL del .. Medicion
)4 medio | \/ \ \ / k) \ / \, \/ sobrenadants filtrado en 5mL de de 0D a
&,__J freeco V WV v v O con filtros de cultivo bacteriano 600nm
4 1 4 il 0.45umy 0.22um en fase logaritmica
\ . \'i"‘J [ ) =
‘ Filtrar el
Centrifugar a 4000rpm sobrenadante
18°C con filtros de
30 minutos 0.45um y 0.22um

Al b i
KON m
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Spottest

T TN
! L

Cultivo TSB semisolido
bacteriano de 10mM de MgS0-
24 horas 0D:0,009

DT \ f y

TSB se;ﬂsélido -
enTSA

Caracterizacion de bacteriéfagos por TEM

(1) @
AL, =200l Acetato
1 Ugla!l:iﬁgo de uranilo 4%
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(3 10uL H;0
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3X

& 100 uL de
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Mat

Determinaciéndeltitulo viral

100uL de fago
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=
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Dilusion de
Cultivo fago TSB
bacteriano de semisolido
24 horas en TSA

TSB semisolido
10mM de MgSO4
0D:0,009

Creado por Biorender
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Aislamiento de Staphylococcus aureus : .,
mediante pruebas dependiente de cultivo Resultados y discusion

Muestrade mucosaen Agar sangre Tincion Gram de colonias aisladas
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Identificacion de Staphylococcus

Prueba/Caracteristicas
Color
Forma
Bordes
Crecimiento a 37°C

Crecimiento en medios

salados
Fermentacién del manitol
Tincion Gram
Morfologia
Catalasa

Coagulasa

(Taylor & Unakal, 2022) (Cheng et al., 2010)

aureus

#2
Blanco
Convexas
Redondeados

+

Resultados y discusion

#3
Blanco
Convexas
Redondeados

+
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Extraccion de ADN de Staphylococcus aureus  Resultados y discusion

Integridad del ADN gendmico de Staphylococcus
aureusengelde agarosaal 1.5%

\:\1.: ‘1:?'_::‘.' -'_. > : -_'-_g"T'*‘ :
——— - N
—
- !
-=
=
-
R
“l
Concentraciondel ADN genémicoy purezade
Staphylococcus aureus :
+ o
[ °
Concentracién ES =
Muestra acido nucleico 260/280 260/230 = a
(ng/uL)
Control 130.4 2.22 2.45
S. aureus 127.1 2.17 2.43
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Primers de NUC y 16S

Resultados
Primers empleados para laidentificacionde Reacciéon de PCR
Staphylococcus aureus
Componentes Concentracion
Gen Producto Longitud Secuencia 5’-3’ Tm C(?C PCR Buffer, minus
(%) 10X
Mg
ACACCTGAAACAAAGCAT
20 F o 577 45.00 MgCi2 >0mM
NuC 154 pb dNTPs mix 10mM
TATACGCTAAGCCACGTC Taq ADN
20 R 59.3 50.00 _ 5U/uL
CA Polimerasa
Primer Forward 10uM
17 F TCCTACGGGAGGCAGCA 596 64.71 _
Primer Reverse 10uM
16S 744 pb
Muestra de ADN 100ng
17 R TCACGGCACGAGCTGAC 59.7 64.71
Agua DEPC

-%GC: 40-60%

Condiciones paradisefo -Tm: 50-60°C
de primers -Cebador:18-24 pb
-ATm:5°C
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Identificacion molecular de Staphylococcus : .,
aureus Resultados y discusion

Productos amplificados por PCRde laregion Productos amplificados por PCRdel gen NUC
conservadadela secuencia 16SrRNA. paralaespecie Staphylococcusaureus.
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Resultados y discusion

Curva de crecimiento de Staphylococcus aureus

2.0 4x108-
S
§ 1.5- 3x108-
© -
o £
'g 1.0 9 2x108-
c
] -
e 8
S 0.5- 1x10
Q
<
0.0 1 T T 1 0 ' ' '
0 2 4 6 8 0 2 4 6
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Gompertz growth R2 de 0.9963 Logistic growth R? de 0.9923

Y=3.276x10"104*585539/((3.276x10"104

Y = 1.593*(4.93010"32/1.593)exp(-1.237*X)) 585530 exp(.L241) +585539)

Tasade crecimiento Comienza de manera
decae exponencialmente exponencialy desacelera
cuando se acercaasu cuando alcanza la
poblacidon maxima poblacién maxima
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Aislamiento de bacteriéfagos
Staphylococcus aureus

Enriguecimientos de fagos aisladosde muestrasde
aguay mucosa

1.5
= Control
§ . -& Agua residual
‘c’g 1.0 m —4— Mucosa
©
S "y
[
@
2 0.5
(@]
[72]
o]
<

00 1 1 1 1

0 2 4 6 8

Enriquecimientos

Abundantes en medios
acuaticos.
Se encuentran en donde
habite su hospedero.

Resulta

Ensayo SpotTestparadeterminarla
presenciade bacteriofagos contra
Staphylococcus aureus
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Caracterizacion por microscopia electronica

Micrografias de microscopiaelectréonicadetransmisiéonde
bacteridéfagos contra Staphylococcus aureus

ADN bicatenario
Cabezaicosaédrica
Cabeza-Cola
No poseenenvoltura
virica.

Myoviridae
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Determinacion del titulo viral del fago
contra Staphylococcus aureus Resultados

8x106- Dilucién Placas/caja UFP/mL  CV (%)
R1 R2 R3
6x106-
N T 103 Incontable  Incontable  Incontable Incontable
§ 4x106+ 104 62 41 72 5x106 13.32
> 2%106- 10° 5 4 6 5.8x108 27.12
106
. 104 10° 107
Factor de dilucion 10°®

(4]

Placas de lisis
dela2mm
de diametro.
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Conclusiones

El coctelde
fagos obtenidos
pertenece ala

Mediante
pruebas
bioquimicasy

familia
moleculares se Mvoviridae con
comprobo6 que ’ una
la bacteria concentraciénde
aislada es
5,4x10% UFP/ml

S.aureus.

Se logro
purificar
bacteriéfagos
contra
S.aureus de
muestras de
aguas
residuales.

. Se logré aislar bacteri6fagos liticos especificos
Hipotesis
contra S.aures
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Recomendaciones

Almacenamiento

Caracterizar de Crear un banco =
a4°C yen manera de fagos contra
oscuridad a los ) g
> molecular a los diferentes
bacteriofagos " ’
: fagos liticos patdogenos
aislados

Evaluar el Realizar ensayos

potencial como in vitro del
bio controlador potencial
contra otros bactericidadel

[

patdgenos fago.
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