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RESUMEN 

Antecedente: La emergencia de Klebsiella pneumoniae productoras de 

carbapenemasas y la reducción de alternativas terapéuticas constituye un serio 

problema de salud pública. Debido a ello, la fagoterapia resulta una alternativa para 

ser evaluada frente a la amenaza de la multidrogorresistencia del patógeno. 

Objetivo: Evaluar la actividad terapéutica de bacteriófagos de Klebsiella 

pneumoniae productoras de carbapenemasas, empleando como modelo in vivo 

larvas de Galleria mellonella aplicando una terapia de rescate de bacteriófagos 

líticos obtenidos a partir de aguas servidas, en un hospital público de nivel III. 

Materiales y Métodos: se realizó un estudio experimental. Se aisló un bacteriófago 

denominado GA23 de aguas residuales hospitalarias y se determinó su capacidad 

lítica frente a cepas de Klebsiella pneumoniae de origen clínico. La optimización 

de la multiplicidad de infección permitió elaborar ensayos de supervivencia con el 

modelo de Galleria mellonella; evaluada mediante una curva de Kaplan-Meier. 

Resultados: De la totalidad de cepas bacterianas evaluadas, sólo la C25 permitió 

generar bacteriófagos líticos (1/12, 8.3%); en la curva de un solo paso, la fase 

exponencial corresponde a 30 minutos, y el tamaño de explosión a 164 

PFU/bacteria. El 100% de larvas sobrevivieron al inóculo conjunto del fago GA23 

y la cepa C25 a las 96 horas. Conclusiones: El fago GA23 en el modelo de Galleria 

mellonella carece de actividad lítica in vitro hacia Klebsiella pneumoniae 

productora de carbapenemasas, pero prolonga la sobrevida frente a la infección por 

Klebsiella pneumoniae C25.  

Palabras clave: Bacteriófagos, Klebsiella pneumoniae, Carbapenemase-Producing 

Enterobacteriaceae, Galleria mellonella 



 

ABSTRACT 

Background: The emergence of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae 

and the drastic decrease of therapeutic alternatives to treat them constitutes a 

significant public health challenge. Consequently, phage therapy stands out as a 

potential alternative to be evaluated against the threat of multidrug resistance of this 

pathogen. Objective: To assess the therapeutic activity of bacteriophages targeting 

carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae, using Galleria mellonella larvae 

as an in vivo model and applying a rescue therapy with lytic bacteriophages 

obtained from hospital wastewater in a level III public hospital. Materials and 

Methods: An experimental study was conducted. A bacteriophage named GA23 

was isolated from hospital wastewater, and its lytic capacity against clinical strains 

of Klebsiella pneumoniae was determined. Optimization of the multiplicity of 

infection allowed for survival assays using the Galleria mellonella model, assessed 

through a Kaplan-Meier curve. Results: Among all strains, only strain C25 allowed 

the generation of lytic bacteriophages (1/12, 8.3%); the exponential phase 

corresponds to 30 minutes, and the burst size to 164 PFU/bacteria. Up to 100% of 

larvae survived the combined inoculum of the GA23 phage and the C25 strain at 

96 hours. Conclusions: In the Galleria mellonella model, phage GA23 lacks in 

vitro lytic activity against carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae but 

extends survival against Klebsiella pneumoniae C25 infection. Keywords: 

Bacteriophages, Klebsiella pneumoniae, Carbapenemase-Producing 

Enterobacteriaceae, Galleria mellonella 
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I. INTRODUCCIÓN 

Klebsiella pneumoniae, en adelante K.pnemoniae, es una bacteria gramnegativa de 

la familia Enterobacteriaceae y es reconocida como uno de los patógenos 

oportunistas más importantes, responsable de infecciones nosocomiales, entre ellas, 

infección de tejidos blandos, infección del tracto urinario, infección intraabdominal, 

neumonía, bacteriemia, septicemia y shock séptico (1–3). Por su recurrencia 

hospitalaria, el uso de antibióticos a lo largo de varias décadas resultó en la 

emergencia de cepas de K. pneumoniae multidrogo resistentes, hasta el grado de 

perder la susceptibilidad hacia los fármacos carbapenémicos (4,5). Esto resultó en 

la génesis de K. pneumoniae productoras de Carbapenemasas (CP-Kp), enzimas 

que rompen la estructura del anillo β-lactámico de los carbapenémicos (5). 

 

Las infecciones por CP-Kp contribuyen a un aumento de la mortalidad, peores 

resultados clínicos, aumento del periodo hospitalario, sobreuso inapropiado de 

antibióticos y una amenaza perenne hacia los sistemas de salud (2,5,6). Se estima 

que en el año 2019 se produjeron 4. 95 millones de muertes asociadas a bacterias 

resistentes a nivel mundial, incluyendo a K. pneumoniae en la lista de patógenos 

(7).  Asimismo, según el banco mundial, se proyecta que la resistencia a los 

antimicrobianos podría costar hasta 6.1 billones de dólares anuales en 2050 en todo 

el mundo (8).  

 

En Latinoamérica las CP-Kp fueron identificadas por primera vez en Brasil en el 

año 2003 y desde esa fecha, su prevalencia ha aumentado rápidamente en toda la 

región (9). Esta tendencia es notable también en el Perú, en donde se confirmó la 
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presencia de CP-Kp por primera vez en el año 2013 y la tasa de resistencia nacional 

alcanzó alrededor de 8% de todos los aislamientos de K. pneumoniae en 2016 (10). 

En el año 2022, en el Hospital Nacional Cayetano Heredia, se identificaron 150 

aislamientos de enterobacterias resistentes, siendo CP-Kp la bacteria más aislada 

con un 44% (11).  

 

Actualmente la estrategia terapéutica óptima para el tratamiento de infecciones por 

CP-Kp no es del todo clara (12). Fármacos como colistina, aminoglucósidos, 

fosfomicina y tigeciclina han sido considerados los antibióticos de último recurso 

en las décadas recientes (13). Sin embargo, el resultado clínico no es favorable 

debido a problemas de eficacia, altos niveles de nefrotoxicidad y elevada 

mortalidad según la Sociedad Estadounidense de Enfermedades Infecciosas (IDSA) 

(14). Frente a este escenario, la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó 

en 2016, a las bacterias resistentes como prioridades para la investigación y el 

desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas; en la que CP-Kp se encuentra como 

prioridad uno (crítica) (15). Como resultado, han surgido nuevos antibióticos, en su 

mayoría agentes modificados de fármacos previamente descritos (16).  

 

En Estados Unidos y Europa, ceftazidima-avibactam, meropenem-vaborbactam y 

cefiderocol son recomendados como tratamiento de elección para infecciones 

severas por CP-Kp actualmente (12,14). No obstante, la evidencia para su uso es 

limitada y se deriva principalmente de estudios observacionales retrospectivos (17); 

por otro lado, todos los antibióticos recientemente aprobados han sido diseñados en 

Estados Unidos centrándose en los determinantes de resistencia más prevalentes a 
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nivel local (16). Asimismo, su distribución no es óptima y la mayoría no están 

disponibles en todos los países (13), a la fecha, en el Perú, solo disponemos de 

ceftazidima-avibactam, con muchas limitaciones para su aplicación terapéutica 

(18).  Más aún, recientes estudios han descrito la aparición de resistencia durante el 

tratamiento con los nuevos antibióticos: un estudio observacional evidenció 

resistencia a ceftazidima-avibactam en un 8.1% (3/37) en pacientes críticamente 

enfermos con infección por CP-Kp (19); mientras que otro estudio observacional 

reportó fracaso terapéutico en el 5% de casos tratados con meropenem-vaborbactam 

(20). 

 

Debido a la morbimortalidad que producen las CP-Kp, existe la necesidad de 

alternativas para contribuir a la erradicación tanto de las cepas resistentes como las 

persistentes (21). En los últimos años, los bacteriófagos (fagos) han retomado la 

atención por representar un tratamiento alternativo para tratar enfermedades 

infecciosas por bacterias multidrogo resistentes (22). La fagoterapia consiste en el 

uso terapéutico de los fagos, que son virus específicos de bacterias (22,23). Su 

capacidad bactericida es el resultado de la lisis del patógeno, tras el uso de la 

“maquinaria” del hospedero bacteriano para la producción de más viriones (24).  

 

En varios estudios se ha informado la aplicación de la fagoterapia en infecciones 

graves causadas por bacterias resistentes a los antimicrobianos (25). Por ejemplo, 

en el año 2019, Bao y cols. reportaron la combinación de fagos con trimetoprima-

sulfametoxazol como tratamiento curativo para una paciente con infección de tracto 

urinario recurrente por CP-Kp (26). Ese mismo año, Cano y cols. realizaron un 
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reporte de caso de un paciente de 62 años con infección de prótesis articular causada 

por K. pneumoniae (cepa KpJH46), que fue tratado con éxito con el fago 

KpJH46Φ2 en combinación con minociclina (27). 

 

Sin embargo, no todos los fagos son aptos para propósitos terapéuticos; por lo que 

la identificación y caracterización son etapas iniciales fundamentales en cualquier 

investigación relacionada con estos virus (24,28). Un ejemplo de este proceso es la 

obtención de datos sobre su crecimiento poblacional a través de las curvas "one-

step", que posibilitan la determinación del número de viriones liberados por bacteria 

infectada(24). Para ello, resulta esencial comprender la multiplicidad de infección 

(MOI), un parámetro crucial que garantiza una expansión reproducible y eficiente 

(24,29). Es vital destacar que estos parámetros varían de un bacteriófago a otro.  

 

Otro aspecto por considerar es el almacenamiento. Actualmente en los bancos de 

fagos optan por almacenarlos a corto plazo a una temperatura de 4°C, protegidos 

de la exposición a la luz y en una solución tamponada con un pH entre 5 y 9 (30). 

A pesar de que estas condiciones son adecuadas para muchos fagos, se requiere una 

evaluación específica de las condiciones de almacenamiento para cada uno, ya que 

suelen ser sensibles a la congelación, descongelación y liofilización (28,30).  

 

Por otro lado, se prefieren los fagos con ciclos de replicación líticos, ya que en ellos 

la lisis celular es indeterminada, reduciendo así el riesgo de transferencia horizontal 

de genes por transducción hacia los patógenos (28,31). Asimismo, se consideran 

candidatos ideales aquellos que pueden infectar una amplia gama de cepas 
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bacterianas (28). No obstante, los fagos con un rango de huésped más limitado 

podrían ser una opción viable para apuntar a cepas específicas sin los efectos 

adversos asociados con la disbiosis del microbioma del paciente (32).  

 

Aunque la perspectiva del uso de la fagoterapia contra infecciones bacterianas 

resistentes es altamente prometedora, aún persisten desafíos significativos para su 

implementación a gran escala. Uno de ellos es la necesidad de mayor evidencia que 

respalde su uso en medicina humana (31). En los últimos años se han llevado a cabo 

estudios que utilizan modelos animales para evaluar la eficacia de la fagoterapia in 

vivo. El insecto Galleria mellonella, perteneciente a la orden Lepidoptera de la 

familia Pyralidae, ha surgido como un modelo adecuado en este contexto debido a 

su asequibilidad, facilidad de mantenimiento y prescindencia de equipo de 

laboratorio especializado (33,34).  

 

G. mellonella presenta ventajas notables como alternativa al modelo murino para el 

estudio de infecciones microbianas, eliminando las desventajas asociadas con los 

costos de mantenimiento y el tiempo de reproducción. Desde una perspectiva ética, 

la menor complejidad de Galleria spp. lo posiciona como un modelo alternativo 

valioso para los ensayos in vivo de la virulencia de bacterias gramnegativas (35,36). 

La supervivencia se evalúa al comparar un inóculo bacteriano control, contra 

diferentes combinaciones de antibióticos, con el objetivo de prolongar la 

supervivencia de las larvas de G. mellonella, visualizando los resultados a través de 

las curvas de Kaplan-Meier.  
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En los ensayos de Nath y cols., por ejemplo, se logró prolongar la sobrevida del 

modelo mediante combinaciones de polimixina-B con meropenem, además de la 

monoterapia con meropenem o amikacina contra cepas de CP-Kp (33). En base a 

lo expuesto, el presente estudio se realizó con el objetivo de aplicar la terapia de 

bacteriófagos en el modelo in vivo de G. mellonella contra cepas de K. pneumoniae.  
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II. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar la actividad terapéutica de bacteriófagos de Klebsiella pneumoniae 

productoras de carbapenemasas, empleando como modelo in vivo larvas de 

Galleria mellonella, aplicando una terapia de rescate de bacteriófagos líticos 

obtenidos a partir de aguas servidas, en un hospital público de nivel III de 

complejidad.  

 

Objetivos específicos 

● Caracterizar la actividad lítica de los bacteriófagos aislados a diferentes 

rangos de pH y temperatura. 

● Determinar el rango de acción y la multiplicidad de infección (MOI) óptima 

de los bacteriófagos aislados a diferentes concentraciones. 

● Determinar el tiempo de latencia y el tamaño de explosión mediante la curva 

de un solo paso de los fagos aislados. 

● Determinar mediante una curva de muerte, la eficacia terapéutica in vivo de 

bacteriófagos de Klebsiella pneumoniae.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño de estudio 

Se realizó un estudio de diseño experimental. Se empleó un grupo control 

consistente en larvas de G. mellonella inoculadas con el patógeno, excluyendo 

cualquier tipo de terapia. Los grupos experimentales fueron constituidos por larvas 

a las que se inoculó el patógeno bacteriano y, asimismo, diversas presentaciones, 

dosis y combinaciones del agente terapéutico consistente en bacteriófagos líticos. 

 

Población y muestra 

La población y unidad de análisis fueron bacteriófagos aislados, identificados como 

líticos frente a los patógenos bacterianos evaluados. Debido a las características del 

estudio, no fue necesario un cálculo de tamaño de muestra. 

Respecto a los ensayos de G. mellonella, se recurrió a experimentación por grupos 

experimentales y de control, constituidos por 5 individuos por grupo. 

 

Criterios de inclusión 

1) Bacteriófagos de K. pneumoniae obtenidos a partir de aguas residuales 

hospitalarias. 

2) Bacteriófagos con capacidad lítica frente a K. pneumoniae, al generar halos 

transparentes mayores de 0.3 mm en el test de doble capa de Adams durante 

el aislamiento inicial. 

3) Bacteriófagos capaces de superar una concentración >106 PFU/ml posterior 

a dos ensayos de expansión con la cepa de K. pneumoniae empleada para el 

aislamiento inicial. 
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Criterios de exclusión 

1) Bacteriófagos con pérdida de actividad biológica en el Spot Test hacia la 

cepa C25 de K. pneumoniae. 

 

Procedimientos y técnicas 

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos 

e Inmunopatología – LID – UPCH, el cual es un laboratorio de nivel de 

bioseguridad tipo 2 que cuenta con el diseño y equipamiento necesario para la 

contención de gérmenes, como K. pneumoniae, pertenecientes al Grupo de Riesgo 

Biológico 2.   

Asimismo, estos experimentos abarcaron el proceso de obtención de los fagos de 

aguas residuales, la expansión de su concentración, experimentos de 

caracterización y, finalmente, el ensayo de supervivencia en el modelo de G. 

mellonella. Los experimentos de caracterización incluyeron: el ensayo de 

multiplicidad de infección (MOI) que determinó la proporción virus-bacteria 

óptima in vitro a utilizar en el ensayo con G. mellonella, la determinación del rango 

de hospedero, la estabilidad a diferentes valores de pH y temperatura que analizará 

la capacidad del virus de proliferar a distintos microambientes útiles para su 

almacenamiento y administración terapéutica, y la curva de un solo paso que  

simulará el escenario del ciclo lítico del bacteriófago desde la primera cohorte 

bacteriana infectada por el virus en tres diferentes bases (fase de eclipse, donde el 

virión penetra la célula; la fase exponencial, donde ocurre el ciclo lítico; y la fase 

de platea, el cual se alcanza la máxima concentración de viriones obtenidos).  
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Obtención de fagos de aguas residuales 

Se obtuvieron 10 ml de aguas residuales del desagüe hospitalario, y posteriormente 

fueron sometidas a filtración en poros de 0.45 µm. El aislamiento de fagos y la 

expansión inicial se realizó con una cepa de K. pneumoniae de procedencia clínica, 

denominada C25 obtenida del cepario del Laboratorio de Resistencia a 

Antimicrobianos e Inmunopatología, cepa multidrogorresistente (con resistencia a 

más de tres grupos de antibióticos), y productora de BLEE (Betalactamasas de 

espectro extendido). Una solución bacteriana de 200 µl, a una turbidez equivalente 

al tubo 0.5 de la escala de Mc Farland (equivalente a 1.5x108UFC/ml), se inoculó 

al filtrado de aguas residuales en caldo Luria Bertani (LB) a doble concentración. 

El procedimiento se realizó en un Shaker a 110 rpm, a 37°C, durante 24 horas. 

Posteriormente, un segundo filtrado en poros de 0.45 µm y cuatro diluciones 

seriadas en cloruro de sodio al 0.9% permitió realizar el test de doble capa de 

Adams. Para ello se recurrió a medio semisólido LB con un 0.4% de agar-agar, 

caldo LB, 100 µl de dilución viral y 200 µl de solución bacteriana a 0.5 Mc Farland. 

Asimismo, todos los ensayos de capa doble de Adams incluyeron un Spot Test, para 

el cual se inoculó 20 µl de filtrado a una monocapa bacteriana de la cepa C25, 

incorporada mediante hisopo estéril. Dicho ensayo tuvo la función de control 

positivo. 

 

Aislamiento y expansión de bacteriófagos 

En el aislamiento inicial se obtuvo las “calvas” (regiones sin desarrollo bacteriano 

producto de la lisis) con mayor halo, mesurado en centímetros, tomándose en 

consideración el diámetro de lisis y el diámetro opaco producido por las 
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despolimerasas. No se aislaron calvas con colonias dentro del halo, con el propósito 

de evitar la obtención de fagos lisogénicos. 

Las calvas seleccionadas se aislaron mediante piqueteo con tips estériles de 1000 

µl, para suspenderse en 1.5 ml de medio infusión cerebro-corazón (BHI). 

Posteriormente, la solución se incubó a 37°C por 1 hora, para someterse a 

centrifugación por 2 minutos a 1500 rpm. Se obtuvieron 100 µl de la solución para 

incubarse junto a 200 µl de la cepa C25 de K. pneumoniae a una turbidez de 0.5 

según la escala de Mc Farland (1.5x108 UFC/ml) en caldo LB a doble 

concentración; a 37° por 24 horas y finalmente filtrarse mediante poros de 0.45 µm. 

De esta manera, se permitió la expansión y aislamiento de los bacteriófagos de las 

placas de lisis seleccionadas. Asimismo, se realizó el test de doble capa de Adams 

para determinar la concentración de cada fago obtenido. 

 

Determinación y ampliación de la concentración de fagos 

El cálculo de la concentración de fagos se realizó mediante el conteo de las 

Unidades Formadoras de Placa (PFU/ml) de la siguiente manera: 

 PFU/ml = número 𝑑𝑒 calvas 𝑥 10 número 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑥 10 𝑚𝑙  

Donde, el número de calvas corresponde al conteo total de placas de lisis; mientras 

que el número de diluciones hace referencia a la cantidad de diluciones en una 

relación 1/10 en cloruro de sodio al 0.9%. Se aplicó un factor de corrección de 10 

por el inóculo de 100 µl de dilución viral al medio semisólido (para corresponder a 

1 ml). La cifra obtenida se registró en notación científica. 

Posteriormente, se amplió la concentración viral al repetir el co-cultivo con 200 µl 

de la cepa C25 a una turbidez de 0.5 Mc Farland. Para dicho ensayo, el volumen de 
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solución viral se calculó para obtener una multiplicidad de infección de 0.1. La 

PFU/ml final se determinó mediante el test de doble capa de Adams, hasta lograr 

una concentración de al menos 106 PFU/ml. 

 

Ensayo de multiplicidad de infección (MOI) 

En tubos con 8 ml de caldo LB estériles, se añadió 1 ml de suspensión bacteriana 

de la cepa C25 a una concentración de 0.5 de Mc Farland; junto a 1 ml de suspensión 

viral en concentraciones de 107, 108 y 109 PFU/ml para obtener multiplicidades de 

infección de 0.1, 1 y 10, respectivamente. La obtención de las PFU/ml fue realizada 

mediante diluciones con cloruro de sodio al 0.9%. Dichos tubos fueron incubados 

a 37°C por 4 horas, para ser sometidos a centrifugación a 1500 rpm durante 10 

minutos. Se extrajo el sobrenadante y se filtró mediante filtros de 0.45 µm de 

porosidad. La obtención de PFU/ml se realizó con el método de capa doble de 

Adams. Todos los ensayos de MOI se realizaron por duplicado, y se consideró un 

MOI óptimo a la que presentó un mayor PFU/ml. 

 

Determinación del rango de hospedero mediante Spot Testing 

Para determinar el rango de hospedero se utilizó un total de 12 cepas clínicas de K. 

pneumoniae. Se incluyeron cepas caracterizadas como Cr-KP portadoras de 

carbapenemasas KPC-2, IMP, NDM-1, VIM y OXA-48 like, así como cepas 

pertenecientes al tipo capsular K70 y K74. El Spot Testing se realizó mediante un 

extendido bacteriano en agar LB de la cepa bacteriana evaluada; donde 

posteriormente, por goteo simple, se inoculó la solución viral a 1x108 PFU/ml. Se 

incubó por 24 horas a 37°C y se determinó la presencia de actividad lítica al 
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formarse calvas claras, sin turbidez. 

 

Estabilidad del bacteriófago a diferentes valores de pH 

Se preparó buffer SM (50mM Tris-HCl, 8mM sulfato de magnesio, 100mM cloruro 

de sodio, 0.01% gelatina, pH 7.5) y se ajustó a valores de pH de 4, 5, 6, 7 y 8. En 

tubos de ensayo estériles se añadió una solución viral en proporción 1:10 junto al 

buffer SM. La mezcla se incubó a 37°C en 210 rpm por 1 hora y se evaluó la 

actividad lítica mediante la siembra con el método de doble capa de Adams y la 

determinación de las PFU/ml. 

 

Estabilidad del bacteriófago a diferentes temperaturas 

Con un preparado estéril de cloruro de sodio al 0.9%, se añadió una solución viral 

en proporción 1:10, y posteriormente se incubó en 8, 35, 36, 37, 38, 39, 40 y 50ºC 

durante 1 hora. Se evaluó la preservación de la actividad lítica mediante el método 

de doble capa de Adams. 

 

Curva de un solo paso 

La cepa bacteriana C25 se sembró en agar LB por 24 horas. Se suspendió la bacteria 

en cloruro de sodio al 0.9% para obtener un Mc Farland de 0.5 (1.5x108 UFC/ml), 

y se añadió un inóculo de 1 ml de bacteria con 1 ml de la MOI óptima del fago en 

8 ml de medio LB. Se incubó durante 15 minutos a 37°C en un Shaker a 100 rpm, 

para someterse a centrifugación a 3000 rpm en 2 ciclos de 10 minutos. La 

separación del sobrenadante permitió resuspender el pellet en 1 ml de caldo LB; y 

posteriormente se obtuvo 100 µl de la solución obtenida y se añadió a 15 ml de 
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caldo LB temperado a 37°C. Este fue considerado el tiempo cero, a partir del cual, 

se tomó por duplicado muestras de 1 ml de caldo durante 110 minutos, a intervalos 

de 10 minutos, seguido del método de capa doble de Adams para obtener la 

concentración vital (PFU/ml), mediante diluciones seriadas entre 102 y 108.  El 

promedio de las PFU/ml obtenidas se consideró como la PFU/ml final. 

 

Ensayos de supervivencia con Galleria mellonella 

Se seleccionaron larvas de G. mellonella sin manchas oscuras y con una longitud 

mayor a los 2.5 cm. La descontaminación se realizó con un hisopo de algodón con 

etanol al 70%. Todas las inoculaciones bacterianas se realizaron con una jeringa de 

insulina (300 µL), en la última propata posterior izquierda; y las inoculaciones 

virales en la última propata posterior derecha. Posteriormente se incubaron las 

larvas a 35°C en oscuridad. Durante 96 horas se observaron las larvas en placas 

Petri y se determinó durante el seguimiento la ocurrencia de inmovilidad 

espontánea o mediante estímulos táctiles con tips estériles de 100 µl. Asimismo, se 

consideró la melanización de las larvas al momento de evaluar viabilidad, 

confirmándose la pérdida de esta al co-existir inmovilidad. 

 

Para los experimentos in vitro se preparó una solución bacteriana compuesta por 

107 UFC/ml de la cepa C25, y una solución viral del bacteriófago a 106 UFC/ml. 

Para titular las concentraciones de ambas soluciones se utilizó Buffer SM como 

solvente (105.2 ml agua destilada, 1.23 gr de NaCl, 0.15 gr de MgSO4, 1.1 gr Tris-

HCl). 
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La experimentación con G. mellonella consistió en una cohorte de 20 larvas; 

distribuidas en 4 grupos de 5 larvas cada uno: un grupo control, que se inoculó con 

200 µl de Buffer SM; un grupo con un inóculo de 200 µl de suspensión bacteriana 

de la cepa C25 a 1x107 UFC/ml; un tercer grupo con 200 µl de inóculo de 

concentrado viral a 106 PFU/ml; y un cuarto grupo inoculado con la suspensión 

bacteriana y viral en una proporción de 1:1 (100 µl y 100 µl). Para este último se 

inoculó primero la suspensión bacteriana; y posterior a los 60 minutos se añadió la 

suspensión del bacteriófago.  

 

El ensayo en total duró 96 horas, y se evaluó el estado de cada larva cada 24 horas. 

De esta manera se obtuvo 4 puntos, iniciando con un 100% de larvas viables y en 

cada evaluación se determinó el porcentaje de larvas supervivientes. Se registró el 

estado de cada larva y se consideró el desenlace si se presentaba (a) inmovilidad 

frente a estímulos táctiles con un tip estéril, (b) melanización, o (c) conclusión de 

las 96 horas. 

 

Aspectos éticos del estudio 

El proyecto fue aprobado para su ejecución por el Comité Institucional de Ética de 

la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Por otro lado, el proyecto no requirió un 

consentimiento informado para la selección del marco muestral y su inclusión en el 

estudio. Asimismo, G. mellonella no está incluida en la legislación de bienestar 

animal (7 U.S.C. 2131) al no categorizarse como “animal de sangre caliente”, 

“aves”, “ratas del género Rattus” ni “ratones del género Mus” (32–34). 
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Plan de análisis 

Toda la información obtenida se clasificó según el tipo de variable, siendo 

cualitativa o cuantitativa para el bacteriófago. La base de datos se administró 

mediante el programa Access 2013. Se contempló como variable cualitativa la 

formación de halo transluciente, la temperatura mínima y máxima de actividad 

lítica, el pH mínimo y máximo de actividad lítica y la multiplicidad de infección 

óptima. Asimismo, se consideró a las variables cuantitativas la concentración total 

del bacteriófago en PFU/ml y el diámetro de placa en cm. Todas las variables, 

excepto la última, se consideraron en una tabla descriptiva para el bacteriófago 

(Anexo 1).  

 

Para la curva de un solo paso se realizó un gráfico que contempla los 10 puntos de 

tiempo a lo largo de los 110 minutos del experimento. Cada punto fue el promedio 

de ambos PFU/ml de los ensayos por duplicado en cada intervalo de tiempo. El 

gráfico se realizó con el software R-Studio y el paquete estadístico ggplot2 v3.3.4. 

 

La variable de la supervivencia larvaria en horas se consideró en el ensayo de 

supervivencia de las larvas de G. mellonella. Se registró el estado de cada larva en 

intervalos de 24 horas; y con el porcentaje de larvas viables se realizó la curva de 

Kaplan-Meier y la prueba de longitud de Wilcoxon, donde se consideró un 95% de 

confianza y determinó si existen diferencias significativas entre los cuatro grupos. 

 

Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el software R-Studio, y los 

paquetes estadísticos ggplot2 v3.3.4, survival v3.5-7 y dplyr v.1.1.4
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IV.RESULTADOS 

Aislamiento y expansión de los bacteriófagos  

Se obtuvieron tres bacteriófagos, para los cuales se aplicaron los criterios de 

inclusión descritos previamente (Anexo 2). Dos de los bacteriófagos fueron 

aislados; sin embargo, solo el fago denominado GA23 cumplió con todos los 

criterios de inclusión (Anexo 2) este formó, en la cepa C25 de K. pneumoniae, 

placas de lisis uniformes de 0.9 cm de diámetro, con una evidente actividad de 

despolimerasas al observarse la formación de halos alrededor de las placas (Anexo 

3). Por otro lado, luego del proceso de expansión se logró una concentración final 

de 2x108 PFU/ml.  

 

Ensayo de multiplicidad de infección (MOI) 

La MOI óptima del fago GA23 fue de 0.1 (la proporción de fagos a bacterias fue de 

1:10), lo que resultó en el título de fagos más alto in vitro.  

 

Determinación del rango de hospedero 

El fago GA23 solo mostró actividad lítica frente a la cepa C25 utilizada como 

control positivo y empleada para el aislamiento del fago. No se observó actividad 

lítica frente a las otras cepas bacterianas evaluadas en este estudio (Anexo 4). 

 

Estabilidad del bacteriófago a diferentes valores de temperatura y pH 

El fago GA23 mostró actividad lítica desde pH 4.0 hasta pH 8.0 (Anexo 58 

Asimismo, mantuvo un título constante a siete de las ocho temperaturas evaluadas: 

8°C, 35°C, 36°C, 37°C, 38°C, 39°C y 40°C; mientras que a los 50°C se observó 
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una drástica disminución de la PFU/ml (Anexo 6). 

 

Curva de un solo paso 

Se determinó para el bacteriófago GA23 un periodo de latencia mínimo (menor de 

5 minutos) y una fase exponencial que duró aproximadamente 30 minutos con un 

burst size de 161 partículas virales por célula (Anexo 7).  

 

Ensayos de supervivencia con Galleria mellonella 

Durante los ensayos con G. mellonella, a las 24 horas se observó la viabilidad de 

solo el 53% de larvas (8/15) del grupo control con la cepa de K. pneumoniae C25, 

y el 26.7% (4/15) a las 96 horas. No obstante, no se evidenció mortalidad entre los 

individuos tratados con Buffer SM o lisado viral. Al realizar el inóculo de GA23 a 

los 60 minutos posteriores de la inyección con C25, la totalidad de larvas de G. 

mellonella preservaron su viabilidad a las 96 horas. Mediante la prueba de longitud 

de Wilcoxon, se ha determinado que la diferencia entre el grupo control y el grupo 

tratado con GA23 son estadísticamente significativas, con un p=0.007 (Anexo 8). 

 

 

 

  



19  

V. DISCUSIÓN 

El objetivo principal de nuestro estudio fue evaluar la fagoterapia frente a 

aislamientos de K. pneumoniae productores de carbapenemasas; sin embargo, pese 

a las características apropiadas y elevada actividad protectora del fago GA23 frente 

a la cepa C25 de K. pneumoniae, (multidrogoresistente, pero no productora de 

carbapenemasa), el espectro de actividad lítica del fago no incluyó ninguna de la 

CP-Kp evaluadas. Para comprender la susceptibilidad de las bacterias 

gramnegativas en general y en el género Klebsiella en particular frente a la actividad 

lítica de los bacteriófagos, es necesario entender el proceso de adsorción viral, cuyo 

propósito es la integración del genoma viral en el hospedero bacteriano; lo que 

explicaría la limitada susceptibilidad bacteriana del bacteriófago GA23 hacia cepas 

productoras de carbapenemasas.  

La adsorción comprende tres fases: (i) el contacto inicial con el bacteriófago-

huésped mediante mecánica Browniana (37,38); (ii) la interacción reversible que 

comprende el contacto entre las proteínas receptoras de unión (RBP) del 

bacteriófago con los receptores de superficie bacterianos (39); (iii) y finalmente la 

interacción irreversible, donde ocurre la inyección del material genético al huésped 

(38). 

Es relevante resaltar la clasificación de las cepas capsulares de K. pneumoniae, 

definida por los antígenos K, producto de la expresión del clúster génico 

cromosomal cps (40,41). De este último, cobra relevancia el locus wzi (orf4), 

responsable de la genotipificación del antígeno K (42,43). De esta manera, la 

interacción reversible de las cepas capsulares de K. pneumoniae y los bacteriófagos 

implica la especificidad de las RBP hacia el antígeno K. Por consiguiente, la 
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interacción involucra tanto la especificidad del antígeno capsular, como la 

presencia de mutantes, los cuáles pueden resultar por presión selectiva en entornos 

fago-hospedero (44). 

Debido a que la integridad de componentes no proteicos son críticos para la 

susceptibilidad bacteriana (45,46), impedir la adsorción constituye el principal 

mecanismo de resistencia hacia bacteriófagos (47), lo cual suele lograrse mediante 

mutaciones capsulares y de membrana. De estos últimos, se rescata como ejemplo 

la insensibilidad hacia la adsorción del fago GH-K3, dependiente de la actividad 

génica de OmpC (y la porina OmpK36), GT1, GT2 y wcaJ (47–49); además de los 

bacteriófagos NPat y BMac, impermeables hacia las cepas acapsulares de K. 

pneumoniae producto de las alteraciones de los genes wzb y wzc (49). 

Otro factor involucrado en la interacción bacteriófago-huésped es la presencia de 

despolimerasas virales en las RBP, las cuáles reconocen azúcares a nivel capsular 

durante la interacción reversible (48). Dichas enzimas tienen la propiedad de ser 

liberadas como enzimas libres, las cuales retienen el efecto catalítico hacia la 

cápsula (45). Esto último es responsable del fenómeno macroscópico observado en 

el fago GA23, y en bacteriófagos poseedores de despolimerasas: la creación 

macroscópica de un halo que rodea la calva, producto de la denudación de la CPS 

(41,43–45). 

Todos estos factores limitan la aplicación de un solo bacteriófago hacia múltiples 

cepas del género Klebsiella, y permiten explicar el limitado rango de hospederos 

del fago GA23 (50,51). La diversidad biológica de las membranas de los 

gramnegativos representa un obstáculo para la fagoterapia hacia K. pneumoniae por 

la diversidad capsular y el costo de lograr el aislamiento de múltiples bacteriófagos 
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que permitan la cobertura de cepas clínicas pertenecientes a múltiples genotipos K 

(43), donde un solo bacteriófago de amplio espectro es insuficiente para la totalidad 

de tipos capsulares descritos (52). Más aun cuando el presente estudio no ha podido 

caracterizar mediante Whole Genome Sequencing el genoma viral, por el cuál 

hubiera sido posible identificar componentes de las RBP como las despolimerasas, 

además de conjeturar su comportamiento frente a familias previas descritas de 

dichas moléculas. 

 

Se debe rescatar que, además de las limitaciones biológicas para desarrollar viriones 

de amplio espectro de actividad lítica; las condiciones del microambiente que 

permiten la proliferación del fago juegan un rol que posibilita el éxito del modelo a 

nivel in vitro e in vivo, en la aplicabilidad médica e industrial de los bacteriófagos 

(53). Se han reportado bacteriófagos que retienen actividad lítica desde 

temperaturas de -20°C (54,55),  hasta los 60-70°C (25,56–58), lo cual cobra 

relevancia para el almacenamiento de bacteriófagos mediante refrigeración, y su 

posterior aplicabilidad hacia modelos in vivo endotermos o ectotermos, siendo este 

último el caso de G. mellonela (59), empleado en nuestro estudio. El fago GA23 

preserva la formación de partículas virales a las temperaturas de 8°C hasta 40°C, 

dicho rango no limitaría su aplicación en el tratamiento de infecciones en seres 

humanos y mamíferos de sangre caliente.  

 

De forma paralela, el pH del microambiente cobra relevancia en modelos in vivo al 

considerar los diferentes compartimentos de un organismo y las rutas de 

administración de los bacteriófagos (60): la piel humana posee un pH alcalino 
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secundario a la colonización bacteriana; mientras que el parénquima renal y el 

tracto urinario poseen drásticos entornos ácido-base tanto en condiciones 

fisiológicas como mórbidas (53). El fago GA23 muestra estabilidad en el rango de 

pH 4-8, mientras que en otros estudios se han reportado fagos como IME268, el 

cual preserva su actividad biológica a pH de 2 hasta 14 (61). Otros bacteriófagos 

reportados que retienen la funcionalidad a pH de 4-12 incluyen a Kp 

vB_Kpn_ZCKp20p (55), vB_KpnP_k3_ULINTkp1 (57), BUCT610 (25) y 

vB_KpnS_SXFY507 (58); mientras que vB_KpnP_Klvazma tiene la limitación de 

generar partículas virales líticas a pH de 4-5 (62). Consecuente a los ejemplos 

escritos, existe la dificultad de suministrar fagoterapia mediante la vía oral, dado 

que el pH gástrico llega hasta 1 (53) 

 

Respecto a la multiplicidad de infección (MOI), su relevancia radica en optimizar 

la génesis de nuevos viriones durante cada ciclo lítico. Dicho valor varía entre cepas 

virales, y esta influenciada por el tamaño del virión, el tamaño bacteriano, la 

disponibilidad de receptores, y de forma paralela la división celular bacteriana que 

presenta nuevos hospederos frente a la creciente carga viral (56). Teóricamente, un 

MOI más elevado conduce a una mayor reducción de la concentración bacteriana 

(54); pero se describen fagos optimizados a un MOI de 1000 (57), como a 0.001 

(53,61). Los ensayos in vivo realizados frente a G. mellonella deben realizarse a un 

MOI óptimo, con influencia directa hacia la tasa de supervivencia del modelo: por 

ejemplo, a un MOI de 100, vB_KpnP_k3_ULINTkp1 rescata al 53% de las larvas 

en 72 horas, frente a vB_KpnP_k3_ULINTkp2 que solo logra la supervivencia del 

27% (57). En este estudio, la MOI óptima fue de 0.1, ese hallazgo permitió 
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desarrollar el ensayo de supervivencia garantizando teóricamente la mayor 

producción de viriones.  

 

La curva de un solo paso ha permitido identificar el periodo de latencia y el tamaño 

de explosión, describiéndose este último como las partículas virales generadas de 

la lisis de una bacteria al término de la fase logarítmica; el fago GA23 empieza a 

generar viriones antes de los 10 minutos de su ciclo, y logra producir hasta 161 

fagos por bacteria. Comparativamente, los periodos de latencia pueden durar entre 

los 5 minutos (56,57) hasta la hora (63); mientras que el tamaño de explosión puede 

llegar a las 650 UFC/ml por bacteria (54). Un menor tiempo de latencia y mayor 

tamaño de explosión conducen a una mayor probabilidad de permitirse la 

proliferación viral, pero de la mano con el MOI, la estabilidad térmica y ácido-base, 

dichas características cinéticas son exclusivas de cada bacteriófago(56,63) . 

 

Un modelo in vivo, por su parte, depende de la cinética viral y permite mesurar la 

eficacia del bacteriófago como terapia (22). El fago GA23 ha logrado un drástico 

aumento de la supervivencia en G. mellonella al inocularse a la hora de la infección 

de la cepa C25, lográndose la viabilidad del 100% de larvas a las 96 horas. Esto 

último suma al argumento que, mientras los tiempos entre el inóculo viral y 

bacteriano sean menores, mayor es la supervivencia del modelo (42). La eficiencia 

del fago GA23 destaca al compararse con SRD2021 (42), que permite la sobrevida 

del 60% de larvas a las 24 horas; SXFY507, con una sobrevida del 60% a las 72 

horas (58), y la mencionada BUCT610, de hasta el 83% a las 72 horas (25). Vuelve 

a tomar relevancia que la eficiencia del modelo in vivo puede optimizarse mediante 
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el MOI (57). En el presente estudio no se pudo evaluar la combinación de GA23 

con otros fagos mediante "cóctel" terapéutico debido a que no se logró aislar otro 

fago que cumpliera los criterios de inclusión y exclusión para el estudio. 

 

Los resultados ya mencionados proponen que, a pesar de las limitaciones respecto 

a la especificidad de los fagos hacia el género Klebsiella, la fagoterapia retiene una 

aplicabilidad terapéutica que puede ensayarse sin necesidad de modelos murinos, 

para posteriormente explotarse de la mano con la antibioticoterapia en el 

tratamiento de morbilidades infecciosas (25).  

Asimismo, el presente estudio mediante los experimentos de supervivencia en G. 

mellonella frente a la infección de K. pneumoniae ha logrado validar la aplicación 

del bacteriófago GA23 in vivo, siendo este el primer reporte en nuestro medio en 

lo que respecta a fagoterapia hacia el género Klebsiella. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

El fago GA23 no posee actividad lítica in vitro hacia las cepas de Klebsiella 

pneumoniae productora de carbapenemasas; mientras que posee un espectro 

de acción reducido al solo producir lisis hacia la cepa de Klebsiella 

pneumoniae C25. 

 

El fago GA23 en el modelo de Galleria mellonella prolonga la sobrevida 

frente a la infección por Klebsiella pneumoniae; lo que permite un 100% de 

la supervivencia de las larvas al inocularlas en conjunto con la bacteria. 

 

La actividad lítica del fago GA23 se mantiene en todos los valores de pH 

evaluados (4-8) y en el rango de temperatura 8°C-40°C. 

 

La actividad lítica del fago GA23 es superior in vitro cuando la multiplicidad 

de infección corresponde a 0.1 (1 virus frente a 10 bacterias). 

 

El fago GA23 tiene una curva de crecimiento óptima ya que empieza a 

generar viriones a menos de 10 minutos de su ciclo, y logra producir hasta 

161 fagos por bacteria.  
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Anexos 

Anexo 1: Tabla de definición operacional de variables 

Variable Tipo de 

variable 

Rol de 

variable 

Definición operacional Indicadores Escala de 

medición 

Forma de 

registro 

Presencia de 

despolimerasas 

Cualitativa 

dicotómica 

Independiente Formación de un segundo 

halo alrededor de las calvas de 

lisis. 

Sí 

No 

Nominal Revisión de 

placa con 

capa doble 

Temperatur a 

mínima de 

actividad lítica 

(°C) 

Cualitativa 

politómica 

Independiente Temperatura mínima en °C la 

cual permite la formación de 

placas mediante el método de 

capa doble de Adams. 

4°C, 

21°C, 

36°C, 

38°C, 40°C y 

50°C 

Ordinal Revisión de 

placa con 

capa doble 

Temperatur a 

máxima de 

actividad lítica 

(°C) 

Cualitativa 

politómica 

Independiente Temperatura máxima en °C la 

cual permite la formación de 

placas mediante el método de 

capa doble de Adams. 

4°C, 

21°C, 

36°C, 

38°C, 40°C y 

50°C 

 

Ordinal 

Revisión de 

placa con 

capa doble 

pH mínimo de 

actividad lítica 

Cualitativa 

politómica 

Independiente pH mínimo el cual permite la 

formación de placas mediante 

el método de capa doble de 

Adams. 

pH 2, pH 5, 

pH 6 y pH 8 

Ordinal Revisión de 

placa con 

capa doble 

pH máximo de 

actividad lítica 

Cualitativa 

politómica 

Independiente pH máximo el cual permite la 

formación de placas mediante 

el método de capa doble de 

Adams. 

pH 2, pH 5, 

pH 6 y pH 8 

Ordinal Revisión de 

placa con 

capa doble 

Multiplicidad 

de infección 

(MOI) 

óptima 

Cualitativa 

politómica 

Independiente Proporción de virus/bacterias 

maximizan la formación de 

PFU/ml mediante el método 

de capa doble de Adams. 

MOI 0.1 

MOI 1 

MOI 10 

Ordinal Revisión de 

placa con 

capa doble 



 

 Elaborado por los autores. 

Anexo 2: Población seleccionada bajo los criterios de inclusión y exclusión 

 

 Flujograma de selección de bacteriófagos. Elaborado por los autores. 
 

 

Bacteriófagos obtenidos de aguas 
residuales (n=3)

Bacteriófagos con capacidad lítica y 
halos transparentes >0.3 mm (n=2)

Bacteriófagos con concentraciones >106

PFU/ml (n=1)

Bacteriófagos sin cumplir criterios de 
exclusión (n=1)

Bacteriófago GA23

Supervivencia 

larvaria (horas) 

Cuantitativa 

continua 

Independiente Horas transcurridas desde la 

inoculación inicial en las 

larvas de Galleria mellonella 

hasta (1) inmovilidad con falta 

de reactividad a estímulos y/o 

(2) melanización. 

Conteo de 

horas desde la 

inoculación de 

las larvas de 

Galleria 

mellonella 

De razón Inspección 

visual y táctil 

de larvas de 

Galleria 

mellonella 

Nivel de 

melanización 

Cualitativa 

politómica 

Independiente Grado subjetivo de 

melanización del espécimen 

de Galleria mellonella. 

Sin 

melanización, 

melanización 

parcial, 

melanización 

total 

Ordinal Inspección 

visual y táctil 

de larvas de 

Galleria 

mellonella 

Tipo de 

carbapenemasa 

Cualitativa 

politómica 

Independiente Carbapenemasa caracterizada 

mediante WGS en la cepa de 

K. pneumoniae. 

KPC-2 

NDM-1 

OXA-181 

Nominal Revisión de 

base de datos 

de WGS 



 

Anexo 3: Aislamiento del Fago GA23 

Placas de Lisis formadas por el fago GA23. Foto tomada por los autores 

 

Anexo 4: Tabla de determinación del rango 

Cepa Spot Test 

C25 + 

VIM 1 - 

KPN 70 A - 

KPN 70 B - 

IMP 8 A - 

IMP 8 B - 

IMP 8 C - 

OXA 48 A - 

OXA 48 B - 

OXA 48 C - 

K74 - 

KLEB - 

Elaborado por los autores 

 

 

 

1 cm 



 

Anexo 5: Gráfica de estabilidad frente a diferentes valores de pH 

Gráfica de UFP del Fago GA23 a diferentes valores de pH. Elaborado por los autores 

 

 

Anexo 6: Gráfica de estabilidad frente a diferentes temperaturas 

Gráfica de UFP del Fago GA23 a diferentes temperaturas. Elaborado por los autores 

 



 

Anexo 7: Gráfica de Curva de un solo paso 

  Gráfica de curva de crecimiento del Fago GA23. Elaborado por los autores 

 

 

 

Anexo 7: Gráfica de ensayo de supervivencia in vivo  

Gráfica de supervivencia de larvas de G. mellonella. Elaborado por los autores 


