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RESUMEN 

El incremento global de la resistencia bacteriana ha despertado un creciente interés en la 

fagoterapia. Debido a su alta especificidad y su naturaleza no patógena, los bacteriófagos se 

posicionan como herramientas prometedoras en diversos ámbitos (medicina clínica, agricultura 

y seguridad alimentaria). Sin embargo, la ausencia de un protocolo para la preservación de los 

bacteriófagos limita su aplicación. En la presente investigación se evaluó la estabilidad de los 

bacteriófagos HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y H93S de Salmonella, bajo 

diferentes condiciones de preservación, incluyendo diferentes temperaturas, soluciones de 

suspensión y crioprotectores durante 135 días. Los resultados determinaron que la estabilidad 

fágica estuvo influenciada por la interacción entre las condiciones evaluadas, siendo la 

temperatura el factor más crítico. La ultracongelación a −80 °C favoreció la preservación de 

HEc4I y H33IIK, mientras que H93S mostró mayor estabilidad a 4 °C. Las mayores 

reducciones de viabilidad se observaron a temperatura ambiente y durante la congelación lenta 

a −20 °C, relacionados a la desnaturalización proteica y al daño mecánico causado por la 

formación de hielo. Respecto a las soluciones de suspensión, el buffer SM mostró mejor 

desempeño en la mayoría de las condiciones evaluadas. Asimismo, el DMSO al 10% presentó 

mejor desempeño a temperatura ambiente y refrigeración, mientras que el glicerol fue más 

efectivo bajo condiciones de congelación. Sin embargo, la eficacia de las soluciones de 

suspensión y los crioprotectores dependió de las características particulares de cada 

bacteriófago. Nuestros resultados permiten optimizar los protocolos de preservación para 

futuras aplicaciones en biomedicina y biotecnología. 

Palabras clave: Viabilidad, Criopreservación, Crioprotectores, Estabilidad 

fágica, Dimetilsulfóxido. 



II 

ABSTRACT 

The global increase in bacterial resistance has generated growing interest in phage therapy. 

Due to their high specificity and non-pathogenic nature, bacteriophages are considered 

promising tools in clinical medicine, agriculture, and food safety. However, the lack of 

standardized preservation protocols limits their application. This study evaluated the stability 

of the bacteriophages HEc4I of Escherichia, H33IIK of Klebsiella, and H93S of Salmonella 

under different preservation conditions, including temperatures, suspension solutions, and 

cryoprotectants, over 135 days. The results showed that phage stability was influenced by the 

interaction among the evaluated conditions, with temperature being the most critical factor. 

Ultra-freezing at −80 °C favored the preservation of HEc4I and H33IIK, whereas H93S showed 

greater stability at 4 °C. The greatest reductions in viability were observed at room temperature 

and during slow freezing at −20 °C, associated with protein denaturation and mechanical 

damage caused by ice formation. Regarding suspension solutions, SM buffer showed better 

performance under most of the evaluated conditions. Likewise, 10% DMSO performed better 

at room temperature and under refrigeration, whereas glycerol was more effective under 

freezing conditions. Nevertheless, the effectiveness of suspension solutions and 

cryoprotectants depended on the specific characteristics of each bacteriophage. These findings 

contribute to optimizing bacteriophage preservation protocols for future biomedical and 

biotechnological applications. 

Keywords: Viability, Cryopreservation, Cryoprotectants, Phage stability, Dimethylsulfoxide. 
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INTRODUCCION 

Los bacteriófagos son virus de estructura sencilla y tamaño pequeño que varían entre 20 a 200 

nanómetros. Su mecanismo de acción es altamente específico: emplean bacterias como 

huéspedes para su replicación y al finalizar su ciclo, provocan la destrucción de la bacteria 

mediante lisis bacteriana (Cui et al., 2024; Kaur et al., 2023; Serrano, 2020).  

Debido a su abundancia en la naturaleza, los bacteriófagos tienen múltiples aplicaciones en la 

medicina clínica, veterinaria, agricultura, seguridad alimentaria, entre otros campos; ya que su 

aplicación ha demostrado ser efectiva, sin reporte de efectos adversos (Cui et al., 2024; Faltus, 

2024; Jonczyk et al., 2019; Kortright et al., 2019; Palma & Qi, 2024; Pires et al., 2020; Yuan 

et al., 2019). En el sector agrícola, se emplean cocteles de fagos incorporados en el riego por 

goteo y en productos biopesticidas, como alternativa para controlar enfermedades bacterianas 

en cultivos, reduciendo el uso de antibióticos y la propagación de resistencia antimicrobiana 

(Farooq et al., 2022; Fathima & Archer, 2021). En la acuicultura, los fagos se emplean para el 

tratamiento y prevención de infecciones bacterianas en peces y mariscos mediante su 

aplicación en los tanques de criaderos, reduciendo la dependencia de antibióticos y mejorando 

la seguridad del consumo humano (Ramos et al., 2021). En la industria alimentaria, los fagos 

se utilizan como recubrimiento bioactivo de los envases para la bioconservación de productos 

cárnicos, lácteos y vegetales frescos, previniendo el crecimiento de patógenos y conservando 

los alimentos (Barzegar et al., 2026; Fathima & Archer, 2021; Luque et al., 2024; Zia & 

Alkheraije, 2023). En el sector minorista, se ha desarrollado aerosoles (spray) a base de 

bacteriófagos aplicados directamente sobre los alimentos frescos, con el fin de prevenir las 

contaminaciones bacterianas ante de que lleguen al consumidor final (Rivera et al., 2025). 

Además, en el ámbito biomédico, se estudian para la terapia fágica en infecciones resistentes a 

los antibióticos (Cui et al., 2024) y en el desarrollo de sistemas de liberación de fármacos 

(Fathima & Archer, 2021). En este contexto, los organismos regulatorios como la Agencia 
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Europea de Medicamentos (EMA) y la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) 

clasificaron a los bacteriofagos como nuevos productos biomédicos de investigación emergente 

(eIND) (Fauconnier, 2019; Xu et al., 2023). Asimismo, la Comisión Europea de Farmacopea 

ha priorizado el desarrollo y estandarización de Productos Medicinales para Terapia con Fagos, 

conocidos como Phage Therapy Medicinal Products (PTMP). Estos productos son preparados 

de fagos naturales o genéticamente modificados, formulados de forma individual o cócteles de 

fagos, destinados al tratamiento y prevención de infecciones bacterianas (European Directorate 

for the Quality of Medicines & HealthCare., 2024). 

No obstante, la eficacia de los bacteriófagos depende en gran medida de la estabilidad y del 

mantenimiento de la concentración adecuada durante el almacenamiento y procesamiento 

(Malik et al., 2017). La pérdida de la viabilidad no solo implica una reducción cuantitativa de 

la concentración, también una disminución cualitativa de su capacidad infectiva, 

comprometiendo la absorción al hospedero, la inyección del genoma y, en consecuencia, su 

actividad lítica (Malik et al., 2017; Pires et al., 2020). Esta disminución en la concentración 

fagica reduce su efectividad antimicrobiana y limita su aplicación en los diferentes ámbitos.  

La actividad lítica depende de alcanzar una multiplicidad optima de infección (MOI) efectiva 

que permita iniciar ciclos replicativos eficientes y lograr una reducción significativa de la 

población bacteriana (Kortright et al., 2019; Malik et al., 2017; Zhang et al., 2022b), una 

disminución del título fágico durante el almacenamiento puede impedir alcanzar la dosis 

mínima efectiva, reduciendo la capacidad de infección y comprometiendo los resultados 

(Blasco et al., 2025; Fathima & Archer, 2021; Malik et al., 2017). Además de ello, 

concentraciones subóptimas pueden facilitar el desarrollo de resistencia bacteriana frente al 

fago (Palma & Qi, 2024). 
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Diversos estudios demostraron que la estabilidad de los bacteriófagos está relacionada a 

factores ambientales como la temperatura, el pH y la composición de las soluciones de 

preservación, los cuales pueden provocar desnaturalización proteica, agregación de partículas 

o daño estructural irreversible (Wdowiak et al., 2022), los cuales afectan la estabilidad del 

ADN y la actividad biológica del fago (Jonczyk et al., 2019; Phuong et al., 2022; Xiao et al., 

2022). Estudios recientes demostraron que la interacción entre la temperatura, soluciones de 

almacenamiento y el uso de crioprotectores influyen significativamente en la estabilidad de los 

fagos líticos durante su almacenamiento (Bagińska et al., 2024; Cieślik et al., 2022; Huang 

et al., 2025; Selcuk et al., 2024; Xiao et al., 2022; Xu et al., 2023; Zhai et al., 2023). Es por ello 

que, identificar las soluciones de preservación efectivas y la temperatura óptima de 

almacenamiento son esencial para garantizar la estabilidad de los bacteriófagos a largo plazo.  

En este contexto, la presente investigación tiene como objetivo evaluar la estabilidad de 

bacteriófagos de HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y H93S de Salmonella bajo 

diferentes condiciones de preservación. Se analizarón diferentes variables como la solución de 

almacenamiento (Caldo TSB vs. buffer SM), la eficacia de crioprotectores (glicerol al 30% vs. 

DMSO al 10%), la influencia de la temperatura (-80°C, -20°C, 4°C y temperatura ambiente) y 

la viabilidad de los bacteriófagos a lo largo de 135 días. Estos resultados contribuirán al 

desarrollo de estrategias de conservación óptimas, facilitando su aplicación en biotecnología y 

terapia fágica.
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PROBLEMA 

El uso indiscriminado de antibióticos en los diferentes ámbitos (clínico, seguridad alimentaria, 

agricultura, entre otros) y el estancamiento en el desarrollo de nuevos fármacos ha dado lugar 

al aumento de la resistencia bacteriana (Fathima & Archer, 2021; Organización Mundial de la 

Salud, 2025). Este fenómeno compromete la eficacia de los tratamientos convencionales y 

representa una amenaza crítica para la salud pública mundial frente a patógenos como 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp, asociados a infecciones 

multirresistentes (Mansouri et al., 2021; Ochońska & Brzychczy, 2024; OMS, 2025). 

En este contexto, los bacteriófagos, virus que infectan bacterias, han resurgido como 

alternativas o complementos a los antibióticos, especialmente contra cepas bacterianas 

resistentes (Blasco et al., 2025; Bolsan et al., 2024; Cui et al., 2024; Selcuk et al., 2024). Su 

alta especificidad (capacidad de autoamplificación en presencia del hospedero) y bajo impacto 

sobre la microbiota normal, los posiciona como herramientas prometedoras en fagoterapia, 

seguridad alimentaria, acuicultura y aplicaciones biotecnológicas (Kaur et al., 2023; Palma & 

Qi, 2024; Zia & Alkheraije, 2023). Además, avances recientes en la formulación de agentes 

antimicrobianos y la formulación de posibles vacunas están permitiendo ampliar su potencial 

uso clínico e industrial (Kaur et al., 2023; Wdowiak et al., 2022; Zhai et al., 2023). 

Sin embargo, a pesar de las ventajas evidenciadas, estas aplicaciones se ven limitadas debido 

a la perdida de la actividad lítica del bacteriófago contra bacterias patógenos durante el 

almacenamiento y procesamiento (Blas, 2023; Lobocka et al., 2018; Pires et al., 2020; Vázquez 

et al., 2022). La estabilidad de los fagos depende en gran medida de factores fisicoquímicos 

externos como la temperatura, el pH, la fuerza iónica, la composición de los buffers, la 

presencia o ausencia de crioprotectores y el estrés mecánico durante manipulación o transporte 

(Hernández et al., 2025; Jonczyk et al., 2019; Phuong et al., 2022; Wdowiak et al., 2022). La 

exposición a condiciones inadecuadas puede provocar la degradación del ADN fágico, 
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desnaturalización de proteínas, daño en la cápside y alteraciones en las fibras de adhesión, 

reduciendo la viabilidad de los viriones, ocasionando la disminución del título fágico  

(González et al., 2018; Xiao et al., 2022; Xu et al., 2023; Zhai et al., 2023). Esta reducción 

compromete la multiplicidad de infección (MOI) efectiva, disminuyendo la eficiencia de 

adsorción y replicación, y por ende la eficacia antimicrobiana o de biocontrol (Kortright et al., 

2019; Pires et al., 2020). 

Asimismo, cada bacteriófago presenta características estructurales y genéticas específicas, que 

determinan respuestas variables frente a las condiciones de preservación (Huang et al., 2025; 

Marton et al., 2024). Estas diferencias explican por qué un método de almacenamiento puede 

ser adecuado para un fago y no para otro, lo que dificulta la estandarización de protocolos 

universales (Huang et al., 2025; Lobocka et al., 2018; Wdowiak et al., 2022; Xiao et al., 2022). 

Ante esta situación surge la siguiente interrogante: 

¿Cuál es la estabilidad de los bacteriófagos HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y 

H93S de Salmonella bajo diferentes condiciones de preservación? 

Interrogantes específicas       

1. ¿Cuál es la estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia a diferentes temperaturas, 

soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento? 

2. ¿Cuál es la estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella a diferentes temperaturas, 

soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento? 

3. ¿Cuál es la estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella a diferentes temperaturas, 

soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento? 
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JUSTIFICACION 

La resistencia a los antibióticos se ha incrementado a nivel mundial hasta alcanzar niveles 

alarmantes (O.M.S., 2025). Este fenómeno tiene el potencial de convertirse en una de las 

principales causas de muerte a escala mundial, especialmente ante la escasez de nuevos 

antibióticos (Calancha, 2023; Cui et al., 2024). 

Ante esta situación, se viene impulsado la investigación e implementación de terapias basadas 

en bacteriófagos (Faltus, 2024), pues el uso de bacteriófagos podría ser una  estrategia 

prometedora para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias multidrogoresistentes 

(MDR), ya que estos se dirigen a cepas bacterianas específicas, reduciendo los efectos no 

deseados en organismos no objetivos (Hernández et al., 2025).  

La alta especificidad de los fagos asegura que no dañan la microbiota normal y beneficiosa del 

hospedador, el alimento o el medio ambiente (Kim et al., 2024). Esta inocuidad ha sido 

confirmada en estudios clínicos con 15 voluntarios adultos donde administraron el fago T4 

específico de E. coli; los resultados no evidenciaron cambios significativos en la microbiota 

intestinal ni efectos adversos en la salud intestinal (Bruttin & Brüssow, 2005). Estos hallazgos 

apoyan la idea de que los fagos líticos tienen un perfil seguro. De acuerdo con Kortright (2019) 

“utilizar virus líticos como "medicamentos" amplificadores que atacan y matan a las células 

susceptibles puede ser más eficiente que aplicar antibióticos que no pueden auto 

amplificarse”. Su aplicación se extiende a diversos campos, como medicina clínica, seguridad 

alimentaria, agricultura, acuicultura, entre otros, sin presentar problemas de seguridad adversos 

(Faltus, 2024; González et al., 2018; Kortright et al., 2019; Palma & Qi, 2024; Pires et al., 

2020; Yuan et al., 2019). Estudios recientes vienen demostrando que los bacteriófagos pueden 

actuar como portadores en la transmisión de genes, contribuyendo en la posible formulación 

de vacunas (Selcuk et al., 2024).  Debido al potencial terapéutico, los bacteriófagos están 

clasificados como productos biomédicos por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y 
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como nuevos medicamentos de investigación emergente (eIND) por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) (Fauconnier, 2019; Xu et al., 2023). La Comisión Europea 

de Farmacopea ha priorizado el desarrollo de productos medicinales para terapia con fagos 

(PTMP), resaltando la necesidad de garantizar su calidad, seguridad y eficacia (E.D.Q.M.H., 

2024). 

Sin embargo, la estabilidad de los bacteriófagos es un factor clave en su desarrollo y 

comercialización de productos fágicos (Wdowiak et al., 2022), ya que su concentración tiende 

a disminuir gradualmente durante su preservación y procesamiento, condicionando su eficacia 

(Blas, 2023; Cao et al., 2023; Pires et al., 2020). Este decaimiento del título fágico se ve 

influenciada por diversos factores, como cambios de temperatura, componentes de las 

soluciones de preservación, variaciones de pH y la presencia de crioprotectores (Jonczyk et al., 

2019; Xiao et al., 2022). Por ello, garantizar la estabilidad de los bacteriófagos a largo plazo 

son aspectos fundamentales (Selcuk et al., 2024). 

Debido a que cada fago presenta un perfil de estabilidad único según las condiciones 

ambientales, es indispensable establecer mecanismos de transporte y almacenamiento, ya sea 

en mezclas puras o heterogéneas (Marton et al., 2024). Asimismo, las agencias reguladoras de 

diferentes países exigen estudios de estabilidad para garantizar la eficacia y seguridad de los 

productos basados en fagos antes de su aprobación en uso terapéutico (Blasco et al., 2025; Xu 

et al., 2023).  

En este contexto, esta investigación buscó identificar las condiciones óptimas de preservación 

para maximizar la estabilidad y la vida útil de los bacteriófagos, minimizando los riesgos de 

inactivación y contaminación (Xiao et al., 2022; Xu et al., 2023).
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar la estabilidad de los bacteriófagos HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y H93S 

de Salmonella, bajo diferentes condiciones de preservación. 

Objetivos específicos 

1. Determinar la estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia en diferentes 

temperaturas, soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento. 

2. Determinar la estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella en diferentes 

temperaturas, soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento. 

3. Determinar la estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella en diferentes 

temperaturas, soluciones de suspensión, crioprotectores y periodos de almacenamiento. 
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HIPÓTESIS 

La estabilidad de los bacteriófagos HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y H93S de 

Salmonella varía significativamente según las condiciones de preservación, determinadas por 

la temperatura, la solución de suspensión, el crioprotector y el periodo de almacenamiento. 
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VARIABLES 

Variables Independientes 

- Soluciones de suspensión (Buffer SM y Caldo TSB) 

- Crioprotectores térmicos (glicerol al 30% y DMSO 10%) 

- Temperaturas (temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -80°C) 

- Periodos de almacenamiento (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 y 135 días) 

Variables dependientes  

- Concentración de los bacteriófagos de HEc4I de Escherichia, H33IIK de Klebsiella y 

H93S de Salmonella. 

Operacionalización de variables  

Variable Definición Conceptual Indicadores Instrumento de 

medida 

Soluciones de 

suspensión 

Sustancias para preservar 

la viabilidad de los fagos 

Buffer SM y Caldo 

TSB 

Registro de 

soluciones utilizadas 

Crioprotectores 

térmicos 

Agentes utilizados para 

proteger los fagos de 

daños por congelación. 

glicerol al 30% y 

DMSO 10% 

Registro de 

crioprotectores 

utilizados 

Temperaturas Niveles de temperaturas 

a las cuales serán 

sometidos los fagos. 

Temperatura 

ambiente, 4°C, -20°C 

y -80°C 

Termohigrómetros 

calibrados. 

Periodo de 

almacenamiento 

Duración del 

almacenamiento de los 

fagos. 

0, 15, 30, 45, 60, 75, 

90, 105, 120 y 135 

días 

Registro de tiempos 

de almacenamiento. 

Concentración 

de los 

bacteriófagos 

Población de 

bacteriófagos presentes 

en una muestra. 

Recuento de unidades 

formadoras de placa 

(UFP) por mililitro 

(ml) de muestra. 

Pruebas de dilución 

y recuento de placas. 
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CAPITULO I 

MARCO TEORICO 

1.1 Antecedentes Internacionales 

Huang et al. (2025) realizaron un estudio en Alemania sobre la estabilidad de 4 fagos de 

Escherichia coli: T7, T4, PhiX174 y MS2, donde evaluaron diferentes soluciones de 

almacenamiento (Caldo LB, buffer SM, buffer SM sin gelatina), temperaturas (4°C, -

20°C y -80°C), presencia o ausencia de glicerol al 20% y 2 concentraciones iniciales de 

almacenamiento (10⁸ y 10⁹ UFP/mL) durante 24 meses. Se observó que los fagos T4 y 

T7 sufrieron reducciones severas de 5,9 y 4,7 log, respectivamente, en tampón SM a 4 

°C, cuando se almacenaron a una concentración inicial de 10⁸ UFP/ml; mientras que, al 

almacenarse a la concentración de 10⁹ UFP/ml, la disminución fue menor a 0,5 log. El 

fago MS2 se inactivó a los 6 meses al ser almacenado en buffer SM a 4 °C, aunque su 

estabilidad mejoró notablemente cuando se almacenó en Caldo LB a 4 °C. El fago 

PhiX174 mostró mayor estabilidad en las soluciones probadas con reducciones mínimas 

(<0,5 log de reducción). A −20 °C se observó mayor susceptibilidad al daño por 

congelación lenta. En contraste, la congelación rápida y el almacenamiento a −80 °C 

favorecieron la estabilidad fágica. El efecto del glicerol fue variable y dependiente del 

fago y del medio de almacenamiento. Asimismo, T4 mostró mayor vulnerabilidad a la 

congelación, atribuida al daño mecánico asociado a su estructura de cola larga. Los 

autores concluyeron que la estabilidad depende de la interacción entre las características 

del bacteriófago y las condiciones de preservación. 

Bagińska et al. (2024) llevaron a cabo una investigación en Polonia para evaluar la 

estabilidad de bacteriófagos específicos de Acinetobacter baumannii durante 1 año de 

almacenamiento a diferentes temperaturas (20-25°C, 4°C y -70°C) en buffer SM, con y 

sin glicerol al 25% en -70°C. Los resultados mostraron que los bacteriófagos 
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permanecieron estables a 4° y -70°C, independientemente de la presencia del agente 

crioprotector; así mismo, se evidenció que 20 a 25°C es la temperatura menos eficaz para 

la preservación, ya que el fago Aclw_9 disminuyó de 7,4 × 10⁷ UFP/mL a 1,75 × 10¹ 

UFP/mL en 2 meses, y a los 3 meses no se detectaron partículas de fagos activas; los 

fagos Acba_6 y Acba_11 fueron indetectables tras 4 meses. Después de 12 meses, 

Acba_6 presentó reducciones de 4,1 log UFP/mL a 4 °C; de 3,8 log UFP/mL a −70 °C; 

y de 4,7 log UFP/mL a −70 °C con glicerol. Para Aclw_9, la disminución fue de 3,6 log 

UFP/mL a 4 °C y −70 °C con glicerol, y de 3,2 log UFP/mL a −70 °C sin glicerol. En el 

caso de Acba_11, la reducción fue de 3,9 log UFP/mL a 4 °C y de 2,4 log UFP/mL a −70 

°C, con y sin glicerol. 

Selcuk et at. (2024) realizaron estudios en Turquía en los que analizaron la estabilidad 

del bacteriófago lítico de Pseudomonas syringae y del lisogénico MRSA, empleando 

crioprotectores como glicerol al 20%, DMSO al 10% + cloroformo al 5% y azida sódica 

al 0.05%, a temperaturas variadas (temperatura ambiente, 4°C, -20°C, -80°C) durante 8 

meses. El estudio reveló que los fagos lisogénicos presentan una disminución 

significativa más rápida en comparación de los fagos líticos en todas las condiciones de 

almacenamiento. El fago lítico de Pseudomonas syringae evidenció que el 

almacenamiento a temperaturas ultra bajas (-80°C), especialmente en presencia de 

DMSO, es muy efectivo para conservar la integridad del virión, registrando pérdidas ≤2 

log UFP/mL. En contraste, a 4 °C y a temperatura ambiente, se registraron disminuciones 

de ≥5 log UFP/mL, siendo el glicerol al 20% el protector menos eficaz, debido a que su 

viscosidad induce la agregación proteica. Por el contrario, la combinación de DMSO con 

cloroformo mostró una eficacia óptima para mantener la viabilidad tanto a 4 °C como a 

-20 °C. Resaltando que, la elección del crioprotector debe alinearse estrictamente con la 
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temperatura a emplear durante el almacenamiento, para evitar la desnaturalización 

proteica. 

Baqer et al., (2023) realizaron estudios en Pakistán para evaluar la concentración fagica 

de 8 bacteriófagos aislados para Klebsiella pneumoniae almacenados durante un periodo 

de 4 meses a 4°C en buffer SM. Se evidenció una ligera caída en la concentración de 

bacteriófagos, que oscila entre 0.18 y 1,2 log. Este resultado planteó que 4°C fue la 

temperatura óptima para almacenamientos prolongados. 

Blas (2023) realizó un estudio en Chile para analizar de la estabilidad de 2 bacteriófagos 

de Vibrio alginolyticus en solución buffer SM bajo diferentes temperaturas (4°C, -20°C 

y -80°C) en un periodo de 30 días. Los resultados obtenidos evidencian que a -80° C los 

fagos presentan una mayor estabilidad durante la preservación; sin embargo, a -20°C en 

los primeros 15 días se manifestó una caída del título bastante evidente, este fenómeno 

lo relaciono a la formación de cristales de hielo durante la congelación lenta. A 4°C los 

fagos mantuvieron su estabilidad durante los primeros días; sin embargo, al día 26 se 

evidenció una reducción de 1 log, recalcando que a -80° C es la temperatura óptima para 

almacenamientos a largo plazo.  

Xu et al. (2023) ejecutaron investigaciones en China respecto a la preservación de la 

estabilidad del bacteriófago Aeromonas salmonicida durante 12 meses en buffer SM bajo 

diferentes temperaturas de almacenamiento (28°C, 4°C, -20°C y -80°C) junto a 2 

crioprotectores (dimetilsulfóxido al 10% y glicerol al 30%) para -20°C y -80°C, 

independientemente. El almacenamiento a 4°C en buffer SM evidenció una 

concentración estable que oscila entre 1×10¹⁰ y 5×10¹⁰ UFP/mL, lo que evidenció que 

esta temperatura es óptima para la preservación a mediano plazo. En contraste, a 28°C se 

evidenció una disminución de 8 log durante los 12 meses de almacenamiento. De manera 

similar, los fagos almacenados a -20 °C en buffer SM disminuyeron en más de 4 log 
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durante los 12 meses. No obstante, la incorporación de crioprotectores mejoró la 

estabilidad, manteniendo los títulos en 5×10⁸ UFP/mL  con 10 % DMSO y 1×10⁶ 

UFP/mL con 30 % de glicerol. Los fagos almacenados en buffer SM a -80°C presentaron 

una disminución inicial de 3 log durante los primeros 30 días, seguida de 3 log en los 

siguientes 11 meses. Sin embargo, la adición de DMSO al 10% permitió mantener una 

concentración de 4×10⁸ UFP/mL, mostrando mayor eficacia en comparación del glicerol 

al 30%, el cual presento una reducción aproximada de 4 log.  

Cieślik et al. (2022) efectuaron investigaciones en Polonia respecto a la estabilidad de 

bacteriófagos de Enterobacter spp. (Entb_45 y Entb_43) almacenados a 37°C, 20-25°C, 

4° y -70°C durante 6 meses en agua tamponada, con o sin la adición de glicerol al 20% 

en -70°C. El almacenamiento tanto a 4°C como a -70°C, con o sin crioprotector, fue 

efectivo, ya que no se evidenció daños significativos del título (la disminución fue ≤ 1 

log). Por otro lado, a 37°C no se evidenciaron partículas activas del fago Entb_45 luego 

de las 18 semanas de almacenamiento, mientras que Entb_43 disminuyó 9 log después 

de 24 semanas (1 log UFP/mL concentración final). El almacenamiento a 20-25°C 

evidencio una reducción de 5 log y 3 log para Entb_45 y Entb_43 respectivamente. Los 

resultados indican que la congelación profunda preserva eficientemente la viabilidad 

fagica, mientras que las temperaturas elevadas aceleran la inactivación viral.  

Phuong et al., (2022) realizaron investigaciones en Vietnam con el fin de evaluar la 

viabilidad de los fagos de Salmonella spp. Almacenados en buffer SM, suplementados 

con 50% de glicerol y 5% de DMSO, y buffer SM al 10%; bajo 4 temperatura 

(temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -80°C) durante 12 meses. Se evidenció que el buffer 

SM con glicerol al 50% no mostró diferencias significativas bajo las 4 temperaturas 

evaluadas, ya que se recuperó 89.4-89.8% de la población fágica almacenada. En el 

buffer SM al 10% se observó una estabilidad adecuada a temperatura ambiente y a 4°C, 
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ya que el porcentaje de recuperación fue de 88.9 y 90.2%, respectivamente. Sin embargo, 

a -20°C se registraron descensos marcados en las concentraciones fágicas, lo que sugiere 

que el buffer SM al 10% requiere un crioprotector para contrarrestar la reducción de la 

concentración fagica debido a la formación de cristales de hielo. El buffer SM 

suplementado con DMSO al 5% evidenció valores similares en las 4 temperaturas, pero 

su estabilidad durante los 12 meses fue menor en comparación con las otras soluciones 

empleadas, ya que el porcentaje de recuperación oscilo entre 88.3-88.5%. Así mismo, se 

determinó que la condición óptima para la preservación a largo plazo de los bacteriófagos 

es a 4°C en buffer SM suplementado con glicerol al 50%. 

Xiao et al. (2022) realizaron su investigación en China, donde evaluaron la estabilidad 

del bacteriófago VP3 de Vibrio cholerae, analizando la influencia de diferentes 

temperaturas (4°C, -20°C y -80°C), medios de conservación (Caldo Luria Bertani (LB) 

y buffer SM), y el efecto de dos crioprotectores (glicerol al 30% y DMSO al 10%) durante 

un período de 20 semanas. Los resultados evidenciaron que la supervivencia del fago 

depende fuertemente de la interacción entre la temperatura y el medio. A 4°C, el fago 

mostró una estabilidad moderada sin aditivos (41% en Caldo LB y 35% en SM). La 

adición del glicerol al 30% mejoró estas tasas de supervivencia (53% en Caldo LB y 45% 

en buffer SM), mientras que DMSO al 10% mostró un efecto negativo en las tasas de 

recuperación (32% en Caldo LB y 18% en buffer SM). No obstante, a -20°C, las muestras 

sin crioprotectores sufrieron una inactivación casi total (1-4% de supervivencia). Sin 

embargo, la adición de crioprotectores mejoro significativamente la viabilidad del fago, 

el glicerol al 30% fue más efectivo (57% en Caldo LB y 48% en buffer SM), mientras 

que el DMSO al 10% mostró un efecto protector moderado (39% tanto en Caldo LB 

como en buffer SM). Los resultados a -80°C evidenciaron que el fago presenta una 

inactivación casi total. Mientras que la adición de DMSO al 10% resulto ser el 
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crioprotector más efectivo, manteniendo altas tasas de supervivencia (61% en Caldo LB 

y 36% en buffer SM). Por otro lado, la adición de glicerol al 30% fue perjudicial a esta 

temperatura, con tasas de supervivencia más bajas (34% en Caldo LB y 13% en buffer 

SM) 

Alvi et al., (2018) llevaron a cabo una investigación en Polonia para evaluar la 

estabilidad de 5 bacteriófagos durante la preservación en Caldo LB, con y sin la adición 

de glicerol al 15%, bajo diferentes temperaturas (37°C, 25°C, 4°C, -20°C y -80°C) en 12 

meses. Determinaron que la preservación más efectiva es a 4°C, ya que no se 

evidenciaron reducciones sustanciales en el título. Por otro lado, en condiciones de 

congelación de -20°C y -80°C, incluso con la adición de glicerol al 15%, se evidenció 

una reducción de la concentración fágica, con pérdida del 25-70% y 45-100%, 

respectivamente. Asimismo, se determinó que a temperaturas elevadas el impacto es más 

drástico ya que la recuperación de viriones activos fue baja, pues a 37°C se evidenció 

una reducción del 84-100% y a 25°C se evidenció una reducción del 69-100% de la 

concentración fágica. 

González et al. (2018) realizaron investigaciones en España, donde evaluaron la 

estabilidad de 4 fagos bajo diferentes condiciones: a temperatura ambiente (20 a 25°C) y 

refrigeración (4°C) se utilizó Caldo TSB; mientras que, a temperaturas de congelación  

(-20°C, -80° y -196°C) se utilizó buffer SM con varios crioprotectores 

independientemente (glicerol al 15%, trehalosa 0.8M, sacarosa al 0.8M y leche desnatada 

al 11%). A temperatura ambiente (20-25°C) durante 6 meses, se evidenció una reducción 

de 4.4 logaritmos; mientras que la disminución del título fágico a 4°C fue significativa, 

pues osciló a 1-3 logaritmos durante los 12 meses evaluados. Por otro lado, se evidenció 

que la estabilidad a -20°C fue variable y dependiente tanto del tipo de fago como del 

estabilizante utilizado. En el caso de los fagos Siphovirus, las pérdidas fueron menores a 
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0.2 logaritmos cuando se emplearon crioprotectores como glicerol, trehalosa, sacarosa o 

leche descremada. Por el contrario, los Myovirus mostraron menor sensibilidad, ya que 

se inactivaron totalmente al emplear trehalosa o sacarosa, asociado a la formación de 

hielo. Aunque el glicerol ofreció cierta protección, se evidenciaron reducciones de < 0.9- 

3.6 logaritmos. Asimismo, se evidenció que -80°C no presentó reducciones significativas 

en el titulo fágico luego de los 24 meses. 

1.2 Bacteriófagos 

Los bacteriófagos, también conocidos como fagos, se caracterizan por ser virus, de 

estructura sencilla y pequeña, formados por un ácido nucleico que consiste en ADN (u 

ocasionalmente ARN) el cual se encuentra protegido por la cápside. Estos virus son 

capaces de introducirse en el interior de células vivas específicas, reproducirse y 

destruirlas como parte de su ciclo de replicación (Ge et al., 2022).  

El estudio de bacteriófagos inicia de forma paralela a principios del siglo XX, por 

Frederick Twort (1915) y Felix d’Herelle (1917), aunque su actividad lítica ya había sido 

observada por Ernst Hankin (1896). Twort demostró que la formación de calvas en las 

placas de cultivos de bacterias se debía a la presencia de agentes infecciosos no filtrables, 

capaces de infectar bacterias y matarlas (Domínguez, 2020; Fuentes et al., 2021; Garcia, 

2013). Por otro lado, Felix d’Herelle (1917) observó que había un agente al que llamó 

“microbio invisible”, que se encontraba en el intestino de personas recuperadas de una 

infección, pero no en el de personas enfermas o sanas. Este agente era capaz de matar 

bacterias, mantenía su actividad luego de ser filtrado y se podía transmitir, por lo que 

dedujo que se trataba de un germen vivo que no crecería en un medio artificial, siendo un 

parásito obligatorio, al que llamó ̈ bacteriófago¨ (Domínguez, 2020; Fuentes et al., 2021). 
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Los bacteriófagos se encuentran en los hábitats más hostiles existentes, desde fuentes 

termales hasta dentro de microorganismos; por ende, son reconocidos como los 

microorganismos más abundantes y diversificados de la tierra (Ayala et al., 2023; Padrón, 

2023; Zhang et al., 2022a). Se estima que en el ecosistema se alberga una población total 

de 1031  y 1033 fagos (Zhang et al., 2022a).  

Esta abundancia surge debido a los mecanismos de resistencia de los fagos durante el 

proceso de infección, pues adquirieron una adaptación dinámica cuando se enfrentan a 

los huéspedes bacterianos, ya que pueden reducir la virulencia de las bacterias (Padrón, 

2023). La mayor parte de bacteriófagos descritos pertenecen al orden Caudovirales, 

siendo fagos con cola y DNA bicatenario lineal, de DNA o ARN, superenrollados o 

segmentados, o fagos con envoltura lipídica (Garcia, 2013; Giri, 2021; Padrón, 2023). 

1.2.1 Clasificación taxonómica de los bacteriófagos  

La clasificación de los bacteriófagos ha experimentado una transformación radical, 

evolucionando desde un enfoque puramente visual hacia una taxonomía genómica 

(Giri, 2021).  

Sin embargo, estos parámetros morfológicos no reflejaban con precisión las 

relaciones evolutivas y funciones particulares, lo que llevó al Comité Internacional 

de Taxonomía de Virus (ICTV) a implementar un enfoque de clasificación genómico 

basado en la similitud de secuencias de nucleótidos y aminoácidos, análisis 

filogenético de genes conservados implicados en funciones esenciales del ciclo viral 

y el estudio de pliegues proteicos (Zerbini et al., 2023). 

Para el 2025 se realizaron importantes reformas taxonómicas propuestas por el 

ICTV. Estas reformas incluyen la abolición del orden Caudovirales y las familias 

Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, reemplazándolas por un sistema más 
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preciso basado en análisis de secuencias genómicas completas. La clase 

Caudoviricetes, que agrupa virus con ADN bicatenario y cola, alberga 11 órdenes 

con 105 familias, 132 subfamilias, 1679 géneros y 5798 especies asignadas (Turner 

et al., 2025). En la Tabla 01 se muestra la clasificación de la clase Caudoviricetes, 

que comprende 11 órdenes asignados con sus familias respectivas, la cantidad de 

subfamilias y los géneros de estos.    
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Tabla 01 

Clasificación de la clase Caudoviricetes 

Clase Orden Familia 

Caudoviricetes 

Thumleimavirales Soleiviridae 

Halomagnusviridae 

Hafunaviridae 

Druskaviridae 

Pantevenvirales Ackermannviridae 

Kyanoviridae 

Estrabovirus 

Nakonvirales Ahpuchviridae 

Ekchuahviridae 

Metanobavirus Anaerodiviridae 

Armatusviridae 

Kairosviridae 

Leisingerviridae 

Pigerviridae 

Usuviridae 

Magrovirales Aoguangviridae 

Apasviridae 

Krittikaviridae 

Kirjokansivirales Graaviviridae 

Haloferuviridae 

Pyrstoviridae 

Shortaselviridae 

Juravirales Yangangviridae 

Yanlukaviridae 

Crassvirales Crevaviridae 

Intestiviridae 

Steigviridae 

Suoliviridae 

Grandevirales  Epsomviridae 

Lakviridae 

Autographivirales Autonotataviridae 

Autoscriptoviridae 

Autosignataviridae 

Autotranscriptaviridae 

 

Adrikavirales Satyavativiridae 

 

Nota:  Tomado de Turner et al. (2025).  

1.2.2 Estructura de los bacteriófagos 

Los bacteriófagos son virus que se caracterizan por tener una vida intracelular 

obligada y presentar una variedad de formas, tamaños, simetría de cápside y 
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organización genómica (Kasman & Porter, 2022). Poseen un tamaño que oscila entre 

20 a 200 nanómetros de longitud (Padrón, 2023; Rodriguez, 2023) dependiendo de 

la especie.  

El primer clasificador morfológico se dio de acuerdo con el tipo de cola y se dividió 

en 3 morfotipos como son "podovirus", "myovirus" y "siphovirus" que corresponden 

a virus con cola corta no contráctil, cola larga contráctil y cola larga no contráctil, 

respectivamente (Figura 01). 

Figura 01  

Morfotipos de virus según el tipo de cola 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Estructura de los fagos. (A) Podoviridae: presentan una cola corta, carecen de 

placa base y sus RBP están directamente unidas a la cola.  (B) Myoviridae: presentan 

cola largas y contráctiles, y una placa base. (C) Siphoviridae: presentan cola larga, 

no contráctil. Tomado y modificado de Hussain et al. (2021). 

La estructura de los fagos está definida por una estructura tridimensional: la cabeza 

de cápside proteica icosaédrica, la cual contiene el genoma de ácido nucleico 

confinado en su interior; la cola, que actúa como dispositivo de inyección de material 

genético;  y un dispositivo de adsorción distintivo en el extremo de la cola que 

reconoce el receptor de la célula huésped (Fathima & Archer, 2021; Giri, 2021; 

Kasman & Porter, 2022). 

Genoma viral 
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Tubo de la cola 
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A. Podovirus: los viriones tienen la cola corta, no contráctil y sin flexibilidad, la cual 

mide 20 x 8 nm aproximadamente, con 6 fibras subterminales cortas. Es grueso, tiene 

forma de varilla y está construido con discos apilados. La cabeza se ensambla primero 

y secuencialmente las partes de la cola, y se unen al portador mediante la proteína 

adaptadora (King et al., 2012b), no presentan placa base (Nobrega et al., 2018). 

B. Myovirus: la característica distintiva de esta familia es la cola larga, contráctil y 

relativamente gruesa (80-455 nm). La cola tubular presenta simetría helicoidal, con 

un diámetro de 16–20 nm, y está rodeada por una vaina contráctil helicoidal que 

facilita la perforación de la envoltura bacteriana y la inyección del ADN viral (King 

et al., 2012a; Nobrega et al., 2018). Esta unido a la cápside por un extremo, y por el 

otro extremo unido a la placa base; formando un complejo estructural con un collar, 

tubo central, placa base, 6 fibras largas y 6 pines de cola. Los géneros se diferencian 

por la organización del genoma, mecanismos de replicación del ADN y empaquetado, 

y la presencia o ausencia de bases inusuales entre sí (King et al., 2012a). 

C. Siphovirus: sus viriones tienen cápsides icosaédricas, el diámetro es de unos 57-65 x 

7-10 nm y constan de 72 capsómeros. Así mismo, presentan colas largas, delgadas, 

no contráctiles, flexibles y filamentosas, usualmente con 1 fibras terminales corta y 

4 subterminales largas.  Su cabeza y cola se ensamblan por separado mediante un 

complejo proteico llamado collar, esto unión sucede cuando ambas partes están 

formadas correctamente (King et al., 2012c; Nobrega et al., 2018) 

1.2.3 Ciclo de replicación de los bacteriófagos  

Los fagos, al tener una vida intracelular obligada, dependen por completo de la 

maquinaria biosintética de energía y las proteínas de las bacterias hospederas para 

completar su ciclo de replicación (Cuyutupa, 2022). Este ciclo comprende una serie 

de etapas secuenciales mediante las cuales los virus reconocen, infectan y utilizan 
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los sistemas metabólicos del hospedador para sintetizar sus componentes y generar 

nuevas partículas (Harper et al., 2021; Padrón, 2023). 

Dependiendo del tipo de fago, el ciclo de replicación viral puede continuar por una 

de las dos vías principales: el ciclo lítico (virulento) o ciclo lisogénico (templado) 

(Harper et al., 2021; Padrón, 2023) (Figura 02).  

Figura 02 

Ciclo de replicación del bacteriófago 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Ciclo lítico y lisogénico para la reproducción del bacteriófago dentro de la célula 

hospedera. Tomado de Cruz et al. (2013). 

1.2.3.1 Ciclo lítico  

En el ciclo lítico, el fago sigue una estrategia virulenta, replicándose y ocasionando 

la lisis celular del hospedero para liberar nuevos viriones. Este proceso consiste en: 

absorción, penetración, replicación, ensamblaje, lisis y liberación (Padrón, 2023). 

A. Adsorción 

En este proceso, el fago reconoce y se une a receptores específicos localizados en 

la superficie de la célula bacteriana. La absorción suele describirse en 3 fases 

secuenciales.  

5. Una enzima codificada por el fago 

provoca la lisis celular y se liberan nuevos 

fagos para iniciar el ciclo de nuevo 

4. Se completa el ensamblaje 

de nuevos fagos. 

2. El ADN del fago 

entra en la célula 

huésped. 

. 

3. La célula huésped transcribe el ADN 

del fago y el ARN viral traducido, 

produciendo proteínas del fago. 

5. Ocasionalmente, un profago 

puede abandonar el 

cromosoma bacteriano y 

entrar en el ciclo lítico. 

4. El cromosoma con su profago 

integrado se replica. Esto puede 

continuar a través de muchas 

divisiones celulares 

CICLO LISOGENICO CICLO LITICO 

3. El ADN del fago se integra en el 

cromosoma bacteriano y se convierte en 

un profago no infeccioso. 

1, El bacteriófago se une 

a la bacteria 
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La primera fase comienza cuando los viriones entran en contacto con la bacteria 

mediante colisiones aleatorias producto de la difusión y el movimiento browniano 

en el medio. En la segunda fase, se produce una interacción reversible entre 

proteínas receptoras de unión (RBP) y los componentes de la superficie celular (es 

decir, el receptor primario), lo cual permite que los fagos permanezcan cerca de la 

superficie del huésped para facilitar la búsqueda de un receptor secundario al que 

finalmente se unen irreversiblemente. Finalmente, se produce la unión irreversible 

al receptor secundario, consolidando el anclaje e iniciando los eventos que 

conducirán a la inyección del genoma viral (Harper et al., 2021; Leprince & 

Mahillon, 2023) (Figura 03).  

Figura 03 

Proceso de adsorción de fagos mediante la interacción de RBP, y eventos que 

conducen a la inyección del genoma 

 

 

 

 

 

 

 

 Nota: Tomado de Leprince & Mahillon (2023). 

Las RBP (proteínas receptoras de unión) se localizan en la punta de la fibra de la 

cola en fagos con estructura caudal o en el extremo de la cápside en fagos 

filamentosos. Estas proteínas reconocen componentes específicos de la superficie 

bacteriana, cuya naturaleza varía según el tipo de bacteria hospedera. En bacterias 
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Gram-negativas, los receptores pueden incluir lipopolisacáridos (LPS), proteínas 

de membrana externa como OmpA y OmpC, flagelos o pili; mientras que en 

bacterias Gram-positivas suelen involucrar ácidos lipoteicoicos u otros polímeros 

de la pared celular. Estos componentes son esenciales para el anclaje del fago y el 

inicio del proceso de infección (Giri, 2021; Harper et al., 2021; Leprince & 

Mahillon, 2023) (Figura 04). 

Figura 04 

Receptores de la célula Gram- negativa a los que se adhiere un fago con cola 

 

 

 

 

  

 

 

Nota: Tomado de Stone et al. (2019). 

B. Penetración 

Luego de la fijación, el virus atraviesa la pared celular bacteriana e inyecta su 

material genético en el interior del citoplasma, mientras que las estructuras 

externas del virus se mantienen en el exterior (Leprince & Mahillon, 2023). Este 

proceso varía según la morfología del virus, ya que la cola funciona como canal 

para transferir el ADN hacia el citoplasma (Garcia, 2013). 

Los fagos con colas contráctiles, como los Myovirus, realizan la acción mecánica 

de contracción que les permite hacer agujeros en la membrana externa de la célula 

y atravesar el periplasma y la membrana interna, para llevar a cabo la eyección del 
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ADN (Garcia, 2013). Para esto, el tubo externo de la cola se contrae, permitiendo 

que el tubo interno perfore la pared celular; en la punta del tubo interno se 

encuentra la proteína gp5, con actividad enzimática, la cual degrada el 

peptidoglicano de la pared celular y permite el paso del ADN (Garcia, 2013). 

En el caso del fago con colas no contráctiles, el mecanismo es más complejo ya 

que depende de proteínas especializadas ubicadas en los extremos de la cola que 

funcionan como sensores y canales para la liberación del genoma. Los Siphovirus 

poseen la proteína pb2 en el interior del tubo caudal. Esta proteína actúa como un 

sensor molecular que controla la apertura del canal entre la cápside y la cola, lo 

que permite la eyección del ADN hacia la célula bacteriana (Garcia, 2013). Los 

Podovirus, debido a la corta longitud de su cola, emplean un mecanismo 

especializado basado en la expulsión de proteínas internas del virión. Este proceso 

involucra principalmente 3 proteínas del núcleo: gp14, que se ancla en la 

membrana externa de la bacteria; gp15 y gp16, asociadas a la membrana interna, 

estabilizando el canal de eyección. Estas proteínas se despliegan parcialmente para 

atravesar el canal formado por el conector y la cola, dando origen a una estructura 

denominada cola extensible. Esta cola actúa como un conducto que conecta la 

cápside viral con el citoplasma bacteriano y permite la transferencia del ADN 

(Deng et al., 2017; Garcia, 2013). 

C. Replicación 

La replicación tiene por objeto la síntesis de las proteínas necesarias para las 

nuevas partículas virales y la replicación del nuevo genoma.  

Una vez que el material genético del fago ha sido transferido al citoplasma de la 

célula bacteriana, comienza la fase de replicación y síntesis de componentes 
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virales. Este proceso ocurre en 3 etapas; temprana, intermedia y tardía (Cuyutupa, 

2022; Harper et al., 2021). 

Durante la fase temprana, el fago expresa sus genes que bloquean la transcripción 

y replicación bacteriana, degradan el ADN del hospedador y redirigen los recursos 

hacia la producción viral (Harper et al., 2021; Kasman & Porter, 2022). 

En la fase intermedia, se realiza la replicación activa del ADN viral mediante 

enzimas codificadas por el fago, como ADN polimerasas, helicasas y primasas. 

Estas proteínas facilitan la replicación del genoma mediante mecanismos de 

desplazamiento de cadena o círculo rodante, según la especie viral (Harper et al., 

2021; Kasman & Porter, 2022). 

En la fase tardía, se sintetizan las proteínas estructurales del virus  como: la 

cápside, cola, fibras caudales; y las enzimas líticas como: holinas y endolisinas, 

necesarias para la liberación de los nuevos viriones (Kasman & Porter, 2022). 

D. Ensamblaje y liberación  

En la fase de ensamblaje, los componentes virales, sintetizados durante la 

replicación, se organizan para formar viriones completos y funcionales. Primero 

se forma la procápside, que sirve como contenedor del ADN viral, el cual es 

empaquetado mediante la acción del complejo terminasa. Luego se ensamblan la 

cola y las fibras caudales, acoplándose a la cápside llena de ADN (Harper et al., 

2021; Kasman & Porter, 2022). 

La fase de liberación corresponde al evento final del ciclo lítico y ocurre mediante 

lisis celular. En este proceso actúan las enzimas líticas, holinas y endolisinas. Las 

holinas se insertan en la membrana plasmática de la bacteria y forman poros, lo 

que desencadena la ruptura de la membrana plasmática. Las endolisinas 
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Degradación de la 

pared bacteriana 

aprovechan estos canales para acceder al peptidoglicano de la pared celular, 

degradando esta estructura, lo que provoca la pérdida de integridad de la pared y, 

finalmente, la ruptura de la célula (Choi et al., 2025) (Figura 05). Como resultado, 

se liberan numerosos viriones al medio, capaces de infectar nuevas bacterias y 

continuar el ciclo infeccioso (Giri, 2021; Harper et al., 2021). 

Figura 05 

Mecanismo de acción de las holinas y endolisinas de bacteriófagos. 

  

 

 

 

  

 

 

Nota: Las endolisinas están compuestas por EAD (dominio enzimático activo), 

responsable de la ruptura de enlaces en la pared bacteriana, y por CBD (dominio 

de unión a la pared celular), responsable del reconocimiento y anclaje específicos 

a la bacteria. Tomado de Choi et al. (2025). 

1.2.3.2 Ciclo lisogénico  

Este ciclo, también denominado infección templada o no virulenta, no mata a la célula 

hospedera, sino que la utiliza como refugio, donde permanece en latencia. Luego de la 

inyección del ADN del fago a la célula bacteriana, la secuencia de ácidos nucleicos se 

integra en el genoma del hospedero, formando el profago (Kasman & Porter, 2022). 

Durante este proceso, el fago crea una proteína codificada llamada represor, la cual se 

acopla a una región específica del ADN del fago, llamado operador, inhibiendo la 

transcripción de la mayoría de los genes del fago, a excepción del gen represor. De 

Holina 

Endolisina 

Progenie del fago 
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esta manera, el fago se queda integrado en el ADN de la bacteria sin provocar lisis 

celular (Cruz et al., 2013).  

Sin embargo, cuando una bacteria lisogénica se encuentra expuesta a condiciones 

desfavorables (radiación UV o agentes químicos), se activan las proteasas que 

degradan la proteína represora. Ocasionando la reactivación del ciclo lítico, 

permitiendo la expresión de los genes del fago, su multiplicación y la lisis de la célula 

huésped (Zhang et al., 2022b). 

1.3 Estabilidad térmica de los bacteriófagos 

La temperatura es considerada un factor esencial para determinar la supervivencia y 

actividad de los bacteriófagos, ya que compromete la tasa de infección y replicación de 

estos. La tolerancia de los bacteriófagos a las variaciones de temperatura está relacionada 

con la morfología y composición estructural (Huang et al., 2025). Para garantizar la 

estabilidad de los bacteriófagos luego de ser almacenados, se recomienda que estos sean 

preservados a bajas temperaturas (-80°C); asimismo, que la velocidad de congelación sea 

rápida, sin etapas intermedias de enfriamiento gradual (Xiao et al., 2022). 

1.4 Concentración fágica o título fágico 

La concentración fágica o título fágico se define como la cuantificación de bacteriófagos 

infectivos presentes en una muestra, es decir, aquellas partículas virales capaces de 

infectar y lisar bacterias hospederas. Este parámetro se expresa en unidades formadoras 

de placa por mililitro (UFP/mL). La determinación de la concentración fágica se realiza 

mediante el ensayo de bicapa (Xiao et al., 2022).  

1.5 Criopreservación 

La criopreservación es un proceso para preservar células, bacterias, virus, entre otros, 

donde se detiene la actividad metabólica, evitando el deterioro biológico mediante la 



 

20 

 

congelación y el almacenamiento a bajas temperaturas (habitualmente de -80°C a                  

-196°C). Sin embargo, durante la congelación pueden producirse daños celulares 

asociados a cambios físicos y osmóticos que afectan la integridad de la membrana y otros 

componentes celulares. Durante la congelación, el agua extracelular se cristaliza, lo que 

incrementa la concentración de solutos en el medio circundante (Chang & Zhao, 2021). 

Si la velocidad de enfriamiento es lenta, esto genera una gradiente osmótica que provoca 

la salida de agua desde el interior de la célula hacia el exterior, causando deshidratación 

celular y daños estructurales. Por otro lado, si la velocidad de enfriamiento es rápida, el 

agua intracelular no tiene tiempo suficiente para salir de la célula, provocando la 

formación de cristales de hielo en el interior de la célula que dañan las estructuras internas 

(Chang & Zhao, 2021). En el caso de los bacteriófagos, la criopreservación (-80°C) 

permite mantener su viabilidad durante periodos prolongados sin pérdida significativa de 

la concentración fágica (Xiao et al., 2022). 

1.5.1 Función de los crioprotectores  

La adición de crioprotectores adecuados resulta fundamental, ya que reduce el daño 

causado por los procesos de congelación-descongelación, manteniendo la integridad 

funcional y estructural del virus (Chang & Zhao, 2021). 

Los crioprotectores se clasifican como penetrantes (osmóticos) y no penetrantes (no 

osmóticos) según su capacidad para atravesar la membrana celular (Guo et al., 

2020). 

a. Crioprotectores penetrantes u osmóticos: tienen la capacidad de atravesar la 

membrana celular y ejercer su efecto protector desde el interior de la célula. 

Entre los más utilizados se encuentran el glicerol, Dimetilsulfóxido, metanol, 

etilenglicol y propilenglicol. Estos compuestos ingresan al interior de la célula, 
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reemplazan parcialmente el contenido de agua intracelular y aumentan la 

concentración de solutos en el medio extracelular, lo que genera una gradiente 

osmótica que provoca la salida controlada del agua intracelular y disminuye la 

cantidad de agua disponible para congelarse en el interior. Además, a 

temperaturas bajas, estos crioprotectores aumentan la viscosidad del medio 

tanto en el interior como en el exterior de la célula, haciendo que las moléculas 

se muevan lentamente. Debido a esta reducción del movimiento, el agua no 

puede organizarse en la estructura cristalina hexagonal característica, necesaria 

para la formación de cristales de hielo. En lugar de ello, el agua queda 

inmovilizada en un estado desorganizado, formando una estructura amorfa 

similar al vidrio. Este proceso, llamado vitrificación, evita el daño mecánico ya 

que no se forman cristales de hielo que dañan la integridad estructural (Chang 

& Zhao, 2021; Guo et al., 2020; Mohamed et al., 2024). 

- Dimetilsulfóxido (DMSO): es una molécula orgánica hidrosoluble y de bajo 

peso molecular. Debido a su alta capacidad de penetración, actúa 

directamente sobre la bicapa fosfolipídica, insertándose entre los 

fosfolípidos, disminuyendo el espesor de la membrana y aumentando la 

fluidez de la región hidrofóbica. Esta mayor fluidez hace que la membrana 

sea más flexible y permeable, lo cual facilita el equilibrio osmótico. A 

concentraciones intermedias, el DMSO induce la formación de poros 

transitorios, facilitando el paso del agua y del propio DMSO hacia el 

interior, favoreciendo la deshidratación controlada.  A concentraciones 

elevadas, las moléculas lipídicas de la membrana se desprenden provocando 

una desintegración de la estructura lipídica (Sahu et al., 2024). Es por ello 

que, se recomienda que se manipule a concentraciones de 5% y 10%. 
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- Glicerol: es una molécula compuesta por tres grupos hidroxilo (–OH), lo 

que le permite formar múltiples enlaces de hidrógeno con las moléculas de 

agua. Presenta una capacidad de penetración lenta y no produce 

modificaciones en la bicapa fosfolipídica. Su mecanismo de acción se basa 

en la interacción con el agua, ya que al unirse a ella disminuye la cantidad 

de agua libre disponible para formar cristales de hielo. Además, aumenta la 

viscosidad del medio intracelular y extracelular, lo que reduce el 

movimiento molecular durante el enfriamiento. Como consecuencia, las 

moléculas no pueden formar la estructura cristalina del hielo, favoreciendo 

la vitrificación. A bajas concentraciones, existe suficiente agua en estado 

sólido, y a temperatura baja, estas soluciones se cristalizan. Sin embargo, a 

medida que aumenta la concentración de glicerol, el agua disponible 

disminuye favoreciendo el proceso de vitrificación (Dashnau et al., 2006; 

Liu et al., 2021). Es por ello que se recomienda emplear glicerol en 

concentraciones de 20 al 50%. 

b. Crioprotectores no penetrantes o no osmóticos: son sustancias de alto peso 

molecular, efectivas a velocidades altas de congelación. Entre ellos se 

encuentran la glucosa, sacarosa, trehalosa polietilenglicol (PEG) e 

hidroxietilamidón (HES). Estas sustancias no atraviesan la membrana celular, 

pero se disuelven en el medio acuoso circundante y actúan exclusivamente en 

el medio extracelular. Su acción se basa en promover la deshidratación celular 

mediante el aumento de la concentración de solutos en el espacio extracelular. 

El incremento de solutos intensifica la gradiente osmótica que induce la salida 

controlada de agua desde el interior de la célula hacia el exterior. Como 

consecuencia, disminuye la cantidad de agua libre en el interior de la célula, lo 
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que reduce la formación de hielo intracelular. Esta acción protege la integridad 

de la membrana plasmática y de las estructuras internas frente a daños 

mecánicos causados por la formación de hielo (Guo et al., 2020; Mohamed 

et al., 2024). 

1.6 Aspectos generales de Escherichia coli  

Escherichia son bacilos Gram negativos, con un tamaño de 1,1–1,5 × 2,0–6,0 µm 

aproximadamente, son móviles gracias a los flagelos peritricos que presentan. Son 

anaerobios facultativos, teniendo un metabolismo tanto respiratorio como fermentativo, 

oxidasa negativa, usualmente no producen H2S, indol positivo, rojo de metilo positivo, 

Voges-Proskauer negativo (Saini et al., 2024; Scheutz & Strockbine, 2015), la 

temperatura óptima de crecimiento oscila entre 35°C-40°C (Yang et al., 2020). 

Asimismo, bajo condiciones óptimas, pueden duplicarse en 20 minutos (Yang et al., 

2020). 

La mayoría de las cepas de Escherichia tienen la capacidad de colonizar y persistir en 

diferentes nichos tanto en el ambiente como dentro de los huéspedes. En este último, 

habitan principalmente en el tracto gastrointestinal de humanos y animales formando 

parte de la microbiota normal. Sin embargo, algunas cepas evolucionaron y se 

convirtieron en cepas patógenas, mediante la adquisición de factores de virulencia a 

través de plásmidos, transposones o islas de patogenicidad, causando diversas 

enfermedades que varían desde diarrea hasta disentería grave, infecciones del tracto 

urinario, meningitis y sepsis (Saini et al., 2024). 
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1.6.1 Taxonomía 

Dominio: Bacteria 

     Filo Pseudomonadati 

    Clase: Gammaproteobacteria 

        Orden: Enterobacterales 

                       Familia: Enterobacteriaceae 

                                Género: Escherichia 

            Especie: Escherichia coli  

Fuente: Tomado de Scheutz & Strockbine, 2015. 

1.6.2 Escherichia coli NCTC 13476 

Es una cepa de referencia conservada por la National Collection of Type Cultures 

(NCTC), caracterizada por la producción de la enzima NDM-1 (New Delhi metalo-

β-lactamasa-1) (Anexo 14). Esta enzima confiere resistencia a antibióticos                   

β-lactámicos, ya que son capaces de hidrolizar una amplia gama de antibióticos          

β-lactámicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos (Ding et al., 

2025). 

1.7 Aspectos generales del bacteriófago HEc4I de Escherichia 

El fago HEc4I de Escherichia es un virus lítico aislado a partir de muestras colectadas 

en la cuenca del río Huatanay (Cusco, Perú), utilizado como hospedero de Escherichia 

coli NCTC 13476 resistente a carbapenemasas (Acuña & Peceros, 2024). 

Mediante la secuenciación genómica de alto rendimiento (Ilumina NGS) se obtuvo un 

genoma de 137.691 nucleótidos. El análisis comparativo de su secuenciación reveló una 

similitud del 95.2% con la secuencia MZ501048 correspondiente a Escherichia phage 

AlexBoehm del género Vequintavirus, clasificada taxonómicamente como: 
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Dominio: Duplodnavyria 

Reino: Heunggongvirae 

   Filo: Uroviricota 

Clase: Caudoviricetes 

Orden: No definido 

Familia: No definida 

Subfamilia: Vequintavirinae 

Género: Vequintavirus 

Fuente: Tomado de Acuña & Peceros (2024). 

Los bacteriófagos de este género se caracterizan por infectar bacterias del orden 

Enterobacteriales, estos fagos muestran un amplio espectro lítico frente a cepas de E. 

coli, incluyendo aquellas resistentes a carbapenemasas, consideradas por la OMS como 

una amenaza crítica de resistencia antimicrobiana (Acuña & Peceros, 2024).  

1.7.1 Características fisicoquímicas del fago HEc4I de Escherichia 

Desde el punto físico-químico, el fago HEc4I de Escherichia es un virus no envuelto 

que carece de membrana lipídica externa. La multiplicidad óptima de infección se 

encuentra en un rango de 0,01. En cuanto a la estabilidad térmica, muestra alta 

estabilidad térmica a 4°C, mientras que a temperaturas intermedias (25-37°C) 

evidencian disminuciones progresivas de la concentración fágica, determinando que 

el rango óptimo de estabilidad está por debajo de 60°C. En cuanto a la evaluación 

de la resistencia al cloroformo, se evidenció una resistencia al 10% de exposición, 

con una recuperación poblacional de 7.3%. Estos resultados confirman que, al 

tratarse de virus no envueltos, presentan mayor resistencia al cloroformo, debido a 

que la estructura de la cápside no presenta envoltura lipídica. Respecto a la 
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estabilidad  frente a variaciones de pH, el fago presenta tolerancia moderada al pH 

en rangos de  3-11 (Acuña & Peceros, 2024). 

1.8 Aspectos generales de Klebsiella pneumoniae  

Las células de Klebsiella son bacilos Gram negativos, que presentan un tamaño 

aproximado de 0,3–1,0 × 0,6–6,0 µm, en su mayoría no son móviles (excepto K. 

aerogenes). Se caracteriza por presentar colonias brillantes, convexas y lisas, con 

diferentes grados de mucosidad, debido a su cápsula de polisacáridos. Son anaerobios 

facultativos y presentan un metabolismo caracterizado por la fermentación de glucosa, 

con producción de ácido y gas, reacción positiva a Voges-Proskauer, oxidasa negativa, 

catalasa positiva, indol negativo, no producen ornitina descarboxilasa, con crecimiento 

óptimo entre 35 °C y 37 °C (Ochońska & Brzychczy, 2024; Rahi et al., 2024). 

Estos microorganismos se caracterizan por ser patógenos oportunistas, los cuales se 

encuentran ampliamente distribuidos en el entorno natural; asimismo, forman parte de la 

microbiota normal en humanos y en varios animales (Ding et al., 2025). Actualmente, se 

ha convertido en una importante amenaza para la salud pública. La alta adaptabilidad de 

estas bacterias les permite colonizar entornos hospitalarios generando mayor riesgo de 

contraer neumonía, infecciones de tejidos blandos y heridas quirúrgicas, infecciones del 

tracto urinario, infecciones del torrente sanguíneo y sepsis (Dong et al., 2022; Ochońska 

& Brzychczy, 2024). 
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1.8.1 Taxonomía 

Dominio: Bacteria 

     Filo Pseudomonadati 

    Clase: Gammaproteobacteria 

        Orden: Enterobacterales 

         Familia: Enterobacteriaceae 

           Género: Klebsiella 

           Especie: Klebsiella pneumoniae 

Fuente: Tomado de Ochońska & Brzychczy (2024). 

1.8.2 Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814 

Presenta una alta capacidad de resistencia antimicrobiana debido a la producción de 

la enzima de carbapenemasa tipo KPC-3 (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa-3). 

Esta enzima permite la hidrólisis de antibióticos β-lactámicos, incluidos los 

carbapenémicos, confiriendo resistencia a múltiples antibióticos como amikacina, 

fluoroquinolonas, tobramicina y otros β-lactámicos (Anexo 15). Esta característica 

la clasifica como una cepa multirresistente y la convierte en un modelo importante 

para estudios de resistencia antimicrobiana y de control de calidad microbiológica 

(Ding et al., 2025). 

1.9 Aspectos generales del bacteriófago H33IIK de Klebsiella 

El bacteriófago H33IIK de Klebsiella es un virus aislado a partir de muestras colectadas 

en la cuenca del río Huatanay (Cusco, Perú), utilizado como hospedero de Klebsiella 

pneumoniae, código ATCC BAA 2814 (Aguilar et al., 2026). 
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Mediante el análisis filogenético, se clasificó al fago H33IIK dentro del género 

Taipeivirus, el cual evidenció una alta similitud con fagos que infectan especies de 

Klebsiella, lo que permitió su clasificación taxonómica como:  

Dominio: Duplodnavyria 

Reino: Heunggongvirae 

   Filo: Uroviricota 

Clase: Caudoviricetes 

Orden: Pantevenvirales 

Familia: Ackermannviridae 

Subfamilia: No definida 

Género: Taipeivirus 

Fuente: Tomado de Aguilar et al. (2026). 

1.9.1 Características fisicoquímicas del bacteriófago H33IIK de Klebsiella 

Presento una multiplicidad óptima de infección (MOI) de 0.001, evidenciando una 

replicación eficiente de las partículas virales. En cuanto a la tolerancia al cloroformo, 

se evidenció una resistencia al 10% de concentración, con una reducción poblacional 

del 4%, lo que confirma su resistencia a solventes orgánicos y respalda su naturaleza 

de virus no envuelto.  Respecto a la estabilidad térmica, H33IIK de Klebsiella 

mantuvo su viabilidad a 60°C, mientras que a 70°C se evidenció una inactivación 

total del fago. En relación con la sensibilidad al pH, el fago H33IIK de Klebsiella 

presenta tolerancia en el rango de 4-10 pH (Aguilar et al., 2026). 
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1.10 Aspectos generales de Salmonella enterica  

Salmonella enterica comprende bacilos Gram- negativo de 0,7–1,5 × 2,0–5,0 µm, 

usualmente son móviles gracias a sus flagelos peritricos. Se caracterizan por presentar 

colonias de 2-4 mm de diámetro. Utilizan citrato como única fuente de carbono, gas 

producido a partir de la D-glucosa, indol negativo, reduce nitratos a nitritos, lisina y 

ornitina descarboxilasa positiva, la mayoría de las especies producen sulfuro de 

hidrógeno, pero algunos serovares no lo producen (Popoff & Le Minor, 2015). La 

mayoría de los serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura que va desde 

5°C a 47°C, con una temperatura óptima de 35°C-37°C (Gonzalez et al., 2025). 

Este patógeno intracelular se caracteriza por ser anaerobio facultativo, se distribuye 

ampliamente en la naturaleza, siendo los humanos y los animales sus principales 

reservorios, afectando predominantemente el tracto intestinal. Esta bacteria constituye 

uno de los principales causantes de intoxicaciones alimentarias a nivel mundial. La forma 

más común de infección en los humanos es a través de agua o alimentos contaminados. 

La principal fuente de infección está relacionada con la ingestión de alimentos 

insuficientemente cocinados o sin procesar, incluyendo huevos, aves, productos cárnicos, 

productos lácteos crudos o sin pasteurizar, frutas y verduras (Gonzalez et al., 2025). 

El patrón de susceptibilidad evidenciado para la cepa de Salmonella enterica, empleada 

en el aislamiento del fago H93S de Salmonella, sugiere la producción de enzimas β-

lactamasa de espectro extendido (BLEE). Estas enzimas confieren resistencia a 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación, y al monobactámico aztreonam. 
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1.10.1 Taxonomía  

Dominio: Bacteria 

     Filo Pseudomonadati 

    Clase: Gammaproteobacteria 

        Orden: Enterobacterales 

          Familia: Enterobacteriaceae 

    Género: Salmonella 

      Especie: Salmonella enterica 

Fuente: Tomado de Ajmera & Shabbir (2025). 

1.11 Aspectos generales del bacteriófago H93S de Salmonella 

El bacteriófago H93S de Salmonella es un virus aislado a partir de muestras colectadas 

en la cuenca del río Huatanay (Cusco, Perú), utilizado como hospedero de Salmonella 

enterica. 

La caracterización genómica y filogenética para determinar su clasificación se realizó 

mediante el servidor VIPtree y tBLASTx. El análisis filogenético clasificó al fago H93S 

de Salmonella dentro del género Chivirus, clasificada taxonómicamente como: 

Dominio: Duplodnavyria 

Reino: Heunggongvirae 

   Filo: Uroviricota 

Clase: Caudoviricetes 

Orden: No definido 

Familia: Casjensviridae 

Género: Chivirus 
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1.11.1 Características fisicoquímicas del bacteriófago H93S de Salmonella 

Este virus demostró estabilidad fisicoquímica y potencial lítico frente a cepas de 

Salmonella spp. La multiplicidad de infección (MOI) determinada fue de 0.01. En el 

ensayo de tolerancia al cloroformo, el fago evidenció una alta resistencia ante 

exposición al 10% del solvente, lo que confirma la ausencia de envoltura lipídica. 

Respecto a la estabilidad térmica, el fago H93S presentó un rango óptimo de 

estabilidad por debajo de 60°C. En la prueba de sensibilidad al pH, el fago mostró 

resistencia en un rango de pH 4-10. 
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CAPITULO II 

2 MATERIALES Y METODOLOGIA 

2.1 Área de procedencia de las muestras  

Los bacteriófagos HEc4I de Escherichia coli, H33IIK de Klebsiella pneumoniae y H92S 

de Salmonella enterica, y las bacterias de Escherichia coli NCTC 13476, Klebsiella 

pneumoniae ATCC BAA 2814 y Salmonella enterica, se encuentran almacenadas en el 

banco de cepas del Laboratorio Institucional de Investigación en Microbiología e 

Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de San 

Antonio Abad del Cusco, ubicado en el bloque 16. 

2.2 Área de procesamiento 

La parte experimental del estudio se llevó a cabo en los laboratorios C-223, C-222 y        

C-225, ubicados en el bloque 16, pertenecientes al Laboratorio Institucional de 

Investigación en Microbiología e Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas de 

la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. 

2.3 Materiales 

2.3.1 Materiales biológicos 

• Bacterias  MDR de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella 

enterica. 

- Escherichia coli, NCTC 13476 

- Klebsiella pneumoniae, ATCC BAA 2814 

- Salmonella entérica 
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• Bacteriófagos aislados de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella 

enterica  

- Bacteriófago HEc4I de Escherichia. 

- Bacteriófago H33IIK de Klebsiella. 

- Bacteriófago H93S de Salmonella. 

2.3.2 Equipos 

• Autoclave (Marca: Greetmed) 

• Balanza analítica (Marca: Ohaus) 

• Baño isotérmico con agitación (Modelo: BS-21) 

• Cabina de bioseguridad (Marca: Telstar) 

• Centrifugadora refrigerada (Marca: Heraeus) 

• Congelador (Marca: Mabe) 

• Destilador de agua (Marca: GLP) 

• Espectrofotómetro (Marca: Eppendorf) 

• Incubadora (Marca: Memmert Bock) 

• Microcentrífuga (Modelo Minispin, Marca: Eppendorf) 

• Micropipetas de 10-100µl y 100-1000µl (Marca: Sartorius) 

• pHmetro (Marca: Hanna) 

• Termohigrómetros (Marca: RadioShack, Modelo: 63-1032) 

• Refrigeradora (Marca: Indurama) 

• Ultracongeladora (Marca: Fiocchetti) 

2.3.3 Materiales de vidrio 

• Frascos de vidrio con tapa rosca 100ml, 250ml y 500ml 

• Pipetas de 10ml 



 

34 

 

• Placas Petri 100mm x 20mm 

• Placas Petri 60mm x 15mm 

• Probetas graduadas 100ml y 500ml 

• Tubos simples de 10ml 

2.3.4 Medios y reactivos 

• Agar bacteriologico (Marca: OXOID) 

• Agar Tripticasa de Soja (TSA) (Marca: OXOID) 

• Agar Mac Conkey (Marca: Merck) 

• Buffer SM (NaCl, MgSO 4 ·7H 2 O, Tris-HCl [1 M, pH 7,5]) 

• Caldo Tripticasa de Soja (TSB) (Marca: OXOID) 

• Dimetilsulfóxido (DMSO) (Marca: Sigma) 

• Glicerol (Marca: Sigma) 

2.3.5 Otros materiales 

• Alcohol 

• Algodón 

• Asas de siembra de 1ul 

• Cajas de crio-preservación 

• Crio viales 2ml 

• Filtros de jeringa estériles # 0.22 µm 

• Gradillas  

• Jeringas de 10 ml 

• Mechero Bunsen 

• Puntas para micropipetas 10-100µl y 100-1000µl sin filtro 

• Tubos de microcentrífuga de 1.5ml 
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• Tubos de centrífuga de 15 ml y 50 ml 

• Guantes quirúrgicos 

• Ligas  

• Mascarilla 

• Papel de aluminio 

• Papel kraft 

2.4 Metodología 

2.4.1 Tipo de investigación  

Experimental, con enfoque cuantitativo.   

De acuerdo con la resolución N° D-2205-2022-FC-UNSAAC, la presente 

investigación pertenece al Área de conocimiento de Ciencia de la vida, y la línea de 

investigación en Virología. 

2.4.2 Diseño experimental 

El presente estudio de investigación sigue un diseño multifactorial, en el cual se 

evaluaron diferentes condiciones de almacenamiento, soluciones de distinta 

composición y diversos bacteriófagos con el objetivo de evaluar su estabilidad 

durante 135 días de almacenamiento. 

I. Soluciones de preservación (Factor A) 

• A1: Solución de Caldo Tripticasa de Soja (TSB). 

• A2: Solución buffer SM. 

II. Crioprotectores (Factor B) 

• B1: Crioprotector glicerol al 30% 

• B2: Crioprotector dimetilsulfóxido al 10% 
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III. Temperatura de preservación (Factor C) 

• C1: temperatura ambiente 

• C2: temperatura de 4°C 

• C3: temperatura de -20°C 

• C4: temperatura de -80°C 

IV. Tiempo de preservación (Factor D) 

• D1: 0 días 

• D2: 15 días 

• D3: 30 días 

• D4: 45 días 

• D5: 60 días 

• D6: 75 días 

• D7: 90 días 

• D8: 105 días 

• D9: 120 días 

• D10: 135 días 

Tratamientos:  

2 (soluciones) x 2 (crioprotectores) x 4 (temperaturas) x 10 (tiempos) = 160 

combinaciones por bacteriófago  

Repeticiones:  

Para cada combinación se realizaron 3 repeticiones, por ende, se realizaron 480 

unidades experimentales por dilución.  

Factor de respuesta:  

Concentración fágica de los bacteriófagos HEc4I, H33IIK y H93S. 
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2.4.3 Esquema del diseño experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: A1: Solución de Caldo Tripticasa de Soja (TSB); A2: Solución buffer SM; B1: 

Crioprotector glicerol al 30%; B2: Crioprotector dimetilsulfóxido al 10%; C1: 

temperatura ambiente; C2: temperatura de 4°C; C3: temperatura de -20°C; C4: 

temperatura de -80°C; D1- D10: tiempo de preservación. 
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2.5 Métodos  

2.5.1 Reactivación de cepas hospederas de Escherichia coli NCTC 13476, Klebsiella 

pneumoniae ATCC BAA 2814 y Salmonella enterica. 

Las cepas de Escherichia coli NCTC 13476, de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 

2814 y Salmonella enterica fueron obtenidas del banco de cepas del Laboratorio 

Institucional de investigación en Microbiología e Inmunología de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.  

Estas cepas fueron reactivadas en 10 ml de Caldo TSB e incubadas a 37° C durante 

24 horas. Posteriormente, fueron sembradas individualmente por el método de 

agotamiento de superficie en el medio de cultivo MacConkey y se incubaron a 37°C 

durante 24 horas (Aguilar et al., 2026) (Figura 06). 

Figura 06 

Esquema de reactivación de cepas criopreservadas 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.2 Amplificación de fagos 

Para esta investigación, se emplearon los bacteriófagos HE4cI de Escherichia, 

H33IIK de Klebsiella y H93S de Salmonella, aislados y caracterizados en estudios 

anteriores (Acuña & Peceros, 2024; Aguilar et al., 2026); los cuales se encuentran 

almacenados en el banco de cepas del Laboratorio Institucional de investigación en 

Microbiología e Inmunología de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del 

Cusco. 
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Las cepas bacterianas de Escherichia coli NCTC 13476, de Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA 2814 y Salmonella enterica, se activaron de forma rutinaria en Caldo 

Tripticasa de Soja (TSB) mediante la inoculación de 1 colonia, empleando asas de 

1µl, del cultivo en placa correspondiente y se incubaron a 37°C hasta obtener un 

OD600= 0.3 a 0.4 de absorbancia (Xu et al., 2023). 

Para la propagación y amplificación de los fagos, se empleó la metodología de 

Selcuk et al., (2024) y Xu et al. (2023). El objetivo de esto fue aumentar el número 

de bacteriófagos en el filtrado fágico de trabajo. En 200ml de Caldo TSB, se inoculó 

20ml de la cepa bacteriana activa OD600= 0.3 a 0.4 de absorbancia, y su respectivo 

bacteriófago huésped a una multiplicidad óptima (MOI) de 0.01 para HEc4I, 0.001 

para H33IIK y 0.01 para H93S, de forma independiente; estos fueron incubados a 

37°C durante 24 horas. Posteriormente, se trasvasó a tubos falcón estériles y se 

centrifugó por 8000 g a 4°C durante 10 minutos; usando filtros de jeringa con una 

porosidad de 0.22µm, se filtró el sobrenadante a un frasco estéril con el fin de 

eliminar restos bacterianos suspendidos (Figura 07).  
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Figura 07  

Esquema de amplificación de bacteriófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.3 Determinación de la concentración fágica por el ensayo de bicapa 

Para determinar la concentración fágica se utilizó el ensayo de bicapa planteado por 

Gao et al. (2020) y Xiao et al. (2022). Se realizaron diluciones seriadas del filtrado 

fágico con una proporción de 1:10, para ello se mezcló 100µl del filtrado fágico en 

900µl de buffer SM hasta la dilución 10-7. Luego, se transfirió 100µl a tubos estériles 

y se agregó 500µl de bacteria en fase logarítmica con OD600= 0.3 a 0.4 de 

absorbancia.  

Finalmente, se añadió 4-5 ml de agar TSA (diluido al 50%) a temperatura de 44°- 

46°C al tubo estéril que contenía el fago y la bacteria, se homogenizó con ayuda del 

vortex y se sobrepuso en placas de agar TSA 100% previamente preparadas, estas 

placas se llevaron a incubación por 37°C durante 24 horas (Figura 08).  

Fago puro 

HEc4I= 2ml 
H33IIK=200ul 
H93S=2ml 

Filtrar el 
sobrenadante con 
filtros de jeringa de 

0.22 µm 

Trasvasar a 
tubos falcón 

estériles  

Centrifugar 
8000g/ 10 min a 
4°C  
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El título de fagos se calculó multiplicando el número de placas lisadas por la inversa 

del inóculo por la inversa de la dilución en la cual se contaron las placas de lisis, y 

se expresó en Unidades Formadoras de Placa por mililitro (UFP/mL) (Xu et al., 

2023). Cada experimento se realizó por triplicado (Xu et al., 2023). 

 

𝑈𝐹𝑃

𝑚𝑙
= 𝑁° 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑎𝑠 × 𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑜 × 𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

 

Figura 08 

Esquema del ensayo de bicapa para la determinación de la concentración fágica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.4 Preparación de las muestras en soluciones de preservación en ausencia y 

presencia del crioprotector térmico 

Para la preservación de bacteriófagos se utilizó la metodología de Xiao et al. (2022) 

y Xu et al. (2023), donde se evaluaron 2 soluciones de almacenamiento (Caldo TSB 

y buffer SM) junto a dos crioprotectores (glicerol al 30% y DMSO al 10%) 

independientemente, los cuales permitieron evaluar su influencia en la estabilidad 

fágica durante la preservación.  
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Para la preparación de la muestra de almacenamiento, se mezcló el filtrado fágico 

con la solución de suspensión en una proporción de 1:1, teniendo como volumen 

final 1.5ml. Para las muestras almacenadas sin crioprotectores, se mezcló 750µl del 

filtrado fágico y 750µl de la solución de suspensión.  

Para las muestras almacenadas con glicerol al 30%, se preparó la solución de 

almacenamiento con glicerol al 60%, este se llevó a esterilización por 15 minutos a 

121°C. Posteriormente, se mezcló 750µl del filtrado fágico y 750µl de la solución 

de suspensión con glicerol, obteniendo un volumen final de 1.5ml, con glicerol a una 

concentración de 30%.  

Para las muestras almacenadas con DMSO al 10%, se preparó la solución de 

almacenamiento con DMSO al 20%, este se llevó a esterilización por 15 minutos a 

121°C. Luego, se mezclaron 750µl del filtrado fágico y 750µl de la solución de 

suspensión con DMSO, obteniendo un volumen final de 1.5ml con una 

concentración de 10%. 

2.5.5 Condiciones de preservación y evaluación de la viabilidad 

Las muestras preparadas en las diferentes soluciones y crioprotectores fueron 

almacenadas a diferentes temperaturas: temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -80°C.  

Las muestras almacenadas a temperatura ambiente y 4°C se mantuvieron en un lugar 

estable protegido de la exposición a luz directa, para ello se colocaron dentro de una 

caja térmica. Las muestras almacenadas a -20°C se colocaron directamente en un 

congelador, sin realizar cambios de temperatura que podrían afectar la viabilidad de 

los bacteriófagos. Las muestras almacenadas a -80°C se colocaron directamente en 

el ultra congelador de -80°C.  

La estabilidad de los bacteriófagos almacenados en Caldo TSB y buffer SM 

combinados independientemente con glicerol al 30% y DMSO al 10% fue evaluada 
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cada 15 días durante un periodo de 135 días, mediante el ensayo de bicapa 

previamente descrito. 

2.5.6 Controles de estabilidad de las muestras almacenadas en las diferentes 

condiciones de preservación 

Para realizar los controles periódicos y cuantificar la infectividad de los fagos, las 

muestras se retiraron directamente de sus respectivas condiciones de 

almacenamiento. Las muestras almacenadas a temperatura ambiente y 4°C se 

procesaron inmediatamente, realizando diluciones seriadas, de las cuales se 

seleccionaron las cinco últimas diluciones (10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8) para efectuar 

el ensayo de bicapa. Por otro lado, las muestras almacenadas a -20°C y -80°C fueron 

previamente atemperadas en un baño maría a 37°C durante 8 a 10 minutos. 

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas, seleccionando las cuatro últimas 

diluciones (10-5,  10-6, 10-7, 10-8) para efectuar el ensayo de bicapa (Xiao et al., 2022).  

Finalmente, la estabilidad del bacteriófago se evaluó mediante el recuento de calvas 

en UFP/mL, mediante el ensayo de bicapa previamente descrito.  

2.5.7 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron procesados inicialmente en el software Microsoft Excel.  

Además, se utilizó el análisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de 

comparaciones múltiples con una significancia de 0.05.  
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CAPITULO III 

3 RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 Estabilidad del bacteriófago HEc4Ide Escherichia en Escherichia coli NCTC 13476 

La cepa de Escherichia coli NCTC 13476, permitió evaluar la estabilidad del 

bacteriófago HEc4I de Escherichia, el cual fue almacenado a una concentración inicial 

de 3.10×109 UFP/mL, analizando sus variaciones bajo las condiciones de preservación 

evaluadas (Tabla 02).  
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T° SOLUCIONES 
TIEMPO (DIAS) 

TASA DE 

RECUPERACIÓN 

AL DIA 135 (%) 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 3.10×109 3.06×108 2.52×108 1.64×108 1.54×108 1.45×108 1.37×108 1.26 ×108 7.57×107 5.80×107 81.79% 

TSB Y GLICEROL 3.10×109 2.33×106 1.96×105 2.26×104 2.23×102 1.00×10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00% 

TSB Y DMSO 3.10×109 2.75×108 2.28×108 2.13×108 1.76×108 1.39×108 1.19×108 1.11×108 7.83×107 6.70×107 82.45% 

SM 3.10×109 2.61×109 3.57×108 3.53×108 3.27×108 3.17×108 3.13×108 3.07×108 1.45×108 1.33×107 75.07% 

SM Y GLICEROL 3.10×109 2.96×109 8.43×108 4.23×106 6.03×105 1.59×104 1.64×103 4.20×102 3.33 0.00 0.00% 

SM Y DMSO 3.10×109 3.20×108 2.68×108 2.45×108 2.40×108 2.36×108 2.23×108 2.09×108 1.34×108 3.20×107 79.07% 

4°C 

TSB 3.10×109 3.77×108 2.83×108 2.73×108 2.45×108 2.43×108 2.39×108 2.26×108 1.71×108 1.65×108 86.58% 

TSB Y GLICEROL 3.10×109 3.55×105 8.67×104 1.07×104 2.28×103 1.47×103 1.27×102 2.33×10 0.00 0.00 0.00% 

TSB Y DMSO 3.10×109 2.90×109 1.91×109 2.60×108 1.58×108 1.54×108 2.14×108 2.50×108 1.29×108 2.40×107 77.76% 

SM 3.10×109 5.80×108 4.73×108 4.37×108 3.57×108 3.50×108 3.40×108 3.33×108 3.30×108 2.97×108 89.26% 

SM Y GLICEROL 3.10×109 2.73×108 2.29×108 1.93×108 1.87×108 1.84×108 1.79×108 1.66×108 1.40×108 1.29×108 85.44% 

SM Y DMSO 3.10×109 3.43×108 3.37×108 3.23×108 3.17×108 2.97×108 2.47×108 3.34×108 2.38×108 2.34×108 88.17% 

- 20° C 

TSB 3.10×109 3.23×108 2.93×108 3.01×108 2.60×108 2.56×108 2.41 ×108 2.35×108 1.61×108 1.57×108 86.35% 

TSB Y GLICEROL 3.10×109 2.23×108 1.93×108 1.64×108 9.50×107 8.17×107 7.97 ×107 6.07×107 4.17×107 3.80×107 79.86% 

TSB Y DMSO 3.10×109 2.10×108 1.39×108 1.32×108 1.03×108 8.67×107 7.90 ×107 5.10×107 3.77×107 2.70×107 78.30% 

SM 3.10×109 2.83×108 2.64×108 2.38×108 2.20×108 2.15×108 2.06 ×108 1.93×108 1.31×108 4.10×107 80.21% 

SM Y GLICEROL 3.10×109 2.83×108 1.90×108 1.81×108 1.71×108 1.62×108 1.51 ×108 1.43×108 1.12×108 1.11×108 84.63% 

SM Y DMSO 3.10×109 3.97×108 2.82×108 1.65×108 1.02×108 9.50×107 8.93 ×107 5.40×107 3.97×107 2.93×107 78.68% 

- 80° C 

TSB 3.10×109 5.37×108 4.60×108 3.57×108 3.17×108 2.94×108 2.89 ×108 2.80×108 2.22×108 2.14×108 87.77% 

TSB Y GLICEROL 3.10×109 4.80×108 3.93×108 3.47×108 3.27×108 2.45×108 2.27 ×108 2.14×108 2.12×108 1.71×108 86.74% 

TSB Y DMSO 3.10×109 6.23×108 5.20×108 4.70×108 4.53×108 4.37×108 3.37 ×108 2.60×108 2.32×108 2.26×108 88.01% 

SM 3.10×109 6.27×108 5.60×108 4.80×108 4.20×108 3.93×108 3.57 ×108 2.50×108 1.98×108 1.73×108 86.80% 

SM Y GLICEROL 3.10×109 4.73×108 4.20×108 3.27×108 2.78×108 2.58×108 2.52×108 2.30×108 2.19×108 2.12×108 87.73% 

SM Y DMSO 3.10×109 4.67×108 3.73×108 2.86×108 2.80×108 2.77×108 2.70×108 2.59×108 2.45×108 2.41×108 88.31% 

Tabla 02 

Estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 13476, evaluado bajo diferentes condiciones de preservación. 

Nota: TA: temperatura ambiente; TSB: Caldo Tripticasa de Soja; SM: buffer SM; DMSO: dimetilsulfóxido. 

         *Se realizó las evaluaciones por triplicado, el resultado se expresó en promedio. 

         *Los valores obtenidos se expresan en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). 
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A temperatura ambiente, se observó una drástica reducción de la concentración fágica en 

la mayoría de las condiciones. 

Este comportamiento coincide con lo reportado por Bagińska et al. (2024); Cieślik et al. 

(2022) y Alvi et al. (2018), quienes evidenciaron que el aumento de la temperatura de 

almacenamiento ocasiona reducciones de la concentración fágica, asociadas a la 

desnaturalización irreversible de las proteínas de la cápside y la degradación del ADN 

viral. En Caldo TSB sin crioprotector, se evidenció una concentración final de 5.80×107 

UFP/mL en 135 días (tasa de recuperación de 81.8%), siendo aparentemente mejor que 

el buffer SM, el cual obtuvo una concentración final de 1.33×107 UFP/mL a los 135 días 

(tasa de recuperación de 75%). Este comportamiento sugiere que el Caldo TSB ofrece 

una protección parcial mayor que el buffer SM. Esta protección se atribuye a la presencia 

de proteínas (peptonas) y otros compuestos orgánicos del medio, que ejercen una acción 

estabilizante sobre las proteínas virales, reduciendo la desnaturalización de la cápside. 

En cuanto a los crioprotectores, el DMSO al 10% demostró un efecto protector 

significativo en la estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, con 

concentraciones finales de 6.70×107 UFP/mL en Caldo TSB (82.5% de recuperación) y 

3.20×10⁷ UFP/mL en buffer SM (79.1% de recuperación). Por otro lado, en el glicerol al 

30% se evidenció una drástica reducción de la concentración fágica durante los primeros 

15 días de almacenamiento en el Caldo TSB (2.33×106 UFP/mL) e inactivación total a 

los 75 días, mientras que en buffer SM se evidenció una marcada reducción fágica a partir 

del día 45 (4.23×106 UFP/mL) e inactivación total a los 120 días. Esto sugiere que el 

glicerol, fuera del contexto de congelación, puede ofrecer un estrés osmótico que acelera 

la deshidratación estructural del virión. Según Huang et al. (2025) y González et al. 

(2018), la deshidratación estructural compromete la integridad de las colas complejas de 

los morfotipos Myovirus, lo que en el fago HEc4I de Escherichia reveló ser un factor 
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crítico de inactivación. Este fenómeno coincide con lo reportado por Selcuk et al. (2024), 

quienes asocian la reducción fágica a la alta viscosidad de la solución y la limitada 

capacidad de penetración del crioprotector en la partícula fágica, lo que reduce su eficacia 

frente a los procesos de desnaturalización térmica (Figura 09). Asimismo, Xiao et al. 

(2022) y Xu et al. (2023) coinciden en que la eficacia del glicerol depende en gran medida 

de la temperatura, resultando ineficaz o incluso perjudicial fuera de condiciones de 

congelación. 

Figura 09 

Curva de estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 

13476, a temperatura ambiente 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 04. 

 

En condiciones de refrigeración (4°C), se evidenció una ligera mejora en la estabilidad 

del bacteriófago HEc4I de Escherichia a los 135 días de evaluación. La disminución fue 
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notablemente menor en comparación con la temperatura ambiente, evidenciando que la 

reducción de la temperatura limita los procesos de desnaturalización estructural. 

En cuanto a las soluciones de suspensión, el Caldo TSB evidenció una disminución 

gradual de 1.65 ×108 UFP/mL (86.6% de recuperación); mientras que el buffer SM 

presentó mayor estabilidad fágica, con una concentración final de 2.97 ×108 UFP/mL 

(89.3% de recuperación). Estos hallazgos concuerdan con Cieślik et al. (2022), quienes 

evidenciaron que el almacenamiento a 4 °C en buffer SM es eficaz en fagos de 

Enterobacter spp.; y Xu et al. (2023) reportaron concentraciones estables durante 12 

meses en buffer SM, reforzando que esta temperatura es adecuada para la preservación a 

mediano plazo. Este comportamiento se atribuye a la composición iónica del buffer SM, 

específicamente a la presencia de Mg²⁺ y Ca²⁺, esenciales para mantener la integridad 

estructural de las proteínas virales y prevenir la disociación de la cápside y la cola (Xu et 

al., 2023). Asimismo, Huang et al. (2025) demostraron que el buffer SM mejora 

significativamente la estabilidad de fagos de Escherichia coli en comparación con 

medios complejos (medios nutricionales). Esta respuesta de superioridad del buffer SM 

se atribuye a la composición iónica y menor interferencia molecular, ya que las proteínas 

y lípidos residuales de los medios complejos pueden provocar la agregación de viriones 

o el bloqueo de las fibras de la cola, reduciendo la capacidad de absorción del fago y 

afectando la estabilidad de las partículas virales a largo plazo. 

En respuesta al efecto del crioprotector, se evidenció que la adición de glicerol al 30% 

fue perjudicial en Caldo TSB, ya que el fago HEc4I de Escherichia presentó una 

disminución marcada de la concentración fágica (3.55×105 UFP/mL) y se inactivó 

completamente en el día 120; mientras que el buffer SM mantuvo una concentración 

fágica de 1.29×108 UFP/mL a los 135 días (85.5% de recuperación). Esto confirma que 

la eficacia del glicerol al 30% sigue siendo limitada fuera de las condiciones de 
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congelación. Por otro lado, la adición de DMSO al 10% relentizó la pérdida de las 

concentraciones fágicas, pues al culminar los 135 días de evaluación, las concentraciones 

finales fueron de 2.40×107 UFP/mL en Caldo TSB (77.8% de recuperación) y 2.34×108 

UFP/mL en buffer SM (88.2% de recuperación). Este efecto se atribuye a la capacidad 

de penetrar estructuras biológicas y equilibrar las concentraciones de solutos entre el 

interior y exterior del virión, evitando que la estructura viral colapse. Sin embargo, no 

fue mejor que el buffer SM sin crioprotector, este comportamiento está asociado al 

mecanismo de acción del DMSO, ya que su función protectora está orientada a la 

protección frente a temperaturas de congelación (Xu et al., 2023; Xiao et al.,2022) 

(Figura 10).  

Figura 10 

Curva de estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 

13476, a 4°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 04 
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A -20°C, el bacteriófago HEc4I de Escherichia presentó una disminución notable pero 

no extrema de la concentración fágica, evidenciando un ligero efecto negativo de la 

congelación lenta. Este comportamiento indica que, si bien el bacteriófago HEc4I de 

Escherichia es susceptible al daño inducido por la formación de cristales de hielo, 

mantiene una tasa de recuperación considerable (78.3-86.4% de recuperación), lo que 

sugiere una resistencia estructural moderada al estrés mecánico. Esto concuerda con Blas 

(2023), quien atribuye las reducciones de la concentración fágica al daño ocasionado por 

la formación de cristales de hielo. 

Respecto a las soluciones de suspensión, el Caldo TSB sin crioprotectores mantuvo mejor 

la concentración fágica (1.57×108 UFP/mL, 86.4% de recuperación) en comparación con 

el buffer SM (4.10×107 UFP/mL, 80.2% de recuperación). Esto se atribuye a la 

protección adicional de los componentes orgánicos del Caldo TSB. Sin embargo, al 

incorporar crioprotectores, el comportamiento se invirtió, siendo el buffer SM (78.7-

84.8% de recuperación) más estable que el Caldo TSB (78.3-79.9% de recuperación). 

Este patrón indica que la eficacia de la solución de suspensión depende de su interacción 

con los crioprotectores, siendo el buffer SM más compatible para potenciar su efecto 

protector. Este hallazgo concuerda con Huang et al. (2025), quienes demostraron que la 

estabilidad a temperaturas de congelación es altamente dependiente de la combinación 

entre el medio y condiciones de almacenamiento, y que el buffer SM mejora 

significativamente la preservación fágica cuando se optimiza con crioprotectores.  

Respecto a los crioprotectores, se evidenció que la adición de glicerol al 30% presentó 

un mejor desempeño en la tasa de recuperación,  con una concentración fágica de 

3.80×107 UFP/mL en Caldo TSB a los 135 días (79.9% de recuperación)  y 1.11×108 

UFP/mL en buffer SM a los 135 días (84.8%  de recuperación); mientras el DMSO al 

10% evidenció una ligera reducción en la tasa  de recuperación, con una concentración 



 

51 

 

4

5

6

7

8

9

10

11

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

tí
tu

lo
 f

a
g
ic

o
 e

n
 L

o
g
 U

F
P

/m
l

Tiempo (dias)

TSB TSB Y GLICEROL TSB Y DMSO SM SM Y GLICEROL SM Y DMSO

final de 2.70×107 UFP/mL en Caldo TSB (78.3% de recuperación)y 2.93×107 UFP/mL 

en buffer SM (78.7% de recuperación) a los 135 días, lo cual indica que el glicerol al 

30% tiene mayor capacidad para reducir el daño ocasionado por la formación de cristales 

de hielo, estabilizando las estructuras del fago HEc4I de Escherichia. Estos resultados 

coinciden con Xu et al. (2023), quienes reportaron que la eficacia del crioprotector 

depende de la solución de almacenamiento y el tipo de fago. Asimismo, Xiao et al. (2022) 

reportaron que el glicerol al 30% puede ofrecer una mayor protección que el DMSO al 

10% a temperaturas intermedias de congelación (-20°C) (Figura 11). 

Figura 11 

Curva de estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 

13476, a -20°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 04. 

 

A -80°C, el bacteriófago HEc4I de Escherichia evidenció una alta tasa de recuperación 

en todas las condiciones evaluadas (88% de recuperación), confirmando que la ultra 

congelación constituye la condición más eficaz para la preservación fágica a largo plazo. 
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Esto concuerda con Blas (2023) y Huang et al. (2025), quienes destacan que la velocidad 

de congelación rápida a -80°C minimiza los daños estructurales en el virión. 

Tanto el Caldo TSB como el buffer SM, sin crioprotectores, evidenciaron altas tasas de 

recuperación, con concentraciones finales de 2.14×108 UFP/mL en Caldo TSB (87.8% 

de recuperación) y 1.73×108 UFP/mL en buffer SM (86.8% de recuperación). Por otro 

lado, al incorporar crioprotectores, el buffer SM evidenció una ligera superioridad en las 

tasas de recuperación fágica (87.8% a 88.3% de recuperación). El DMSO al 10% 

evidenció tasas de recuperación de 88% en Caldo TSB y 88.3% en buffer SM, con 

concentraciones de 2.26×108 UFP/mL en Caldo TSB a los 135 días y 2.41×108 UFP/mL 

en buffer SM a los 135 días. El uso de glicerol al 30% mostró una ligera disminución de 

la tasa de recuperación fágica, en Caldo TSB la tasa de recuperación fue de 86.7%, con 

una concentración de 1.71×108 UFP/mL a los 135 días, y en buffer SM la tasa de 

recuperación fágica fue de 87.8%, con una concentración de 2.12×108 UFP/mL a los 135 

días. Esto se debe a que la composición química del buffer SM, especialmente los 

cationes divalentes, favorece la acción protectora de los crioprotectores, minimizando la 

reducción de la concentración fágica (Huang et al., 2025). Asimismo, la respuesta del 

DMSO al 10% coincide con lo reportado por Xu et al. (2023), quienes indicaron que el 

DMSO mejora significativamente la estabilidad fágica a −80 °C en comparación con el 

glicerol; y Xiao et al. (2022), quienes señalaron que el DMSO al 10% es más eficaz en 

condiciones de ultra congelación, mientras que el glicerol al 30% puede incluso resultar 

menos eficaz (Figura 12). 
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Figura 12 

Curva de estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 

13476, a -80°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 04. 

 

3.2 Análisis de la evaluación de estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia de 

Escherichia   

El bacteriófago HEc4I de Escherichia demostró ser más sensible a las variaciones 

ambientales, especialmente a temperaturas elevadas. A temperatura ambiente, su tasa de 

recuperación promedio cayó drásticamente al 53.07%, mostrando una vulnerabilidad 

crítica ante el calor. Sin embargo, su viabilidad mejoró conforme descendió la 
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temperatura: alcanzó un 71.20% de recuperación a 4°C, un 81.34% de recuperación a -

20°C y, finalmente, la ultra congelación a -80°C proporcionó las condiciones más 

estables con una tasa de recuperación del 87.56% (Tabla 03). 

 

Tabla 03  

Promedio porcentual de la tasa de recuperación del bacteriófago HEc4I de 

Escherichia bajo diferentes condiciones de preservación

T° SOLUCION 

BACTERIOFAGO HE4cI 

TASA DE 

RECUPERACION 

AL DIA 135 

PROMEDIO 

PORCENTUAL DE 

RECUPERACIÓN 

PROMEDIO 

ENTRE 

SOLUCIONES 

PROMEDIO ENTRE 

CRIOPROTECTORES 

GLICEROL 

30% 

DMSO 

10% 

TA 

TSB 81.79% 

53.07%  

54.75%  

0.00%  80.76%  

TSB + GLICEROL 0.00% 

TSB + DMSO 82.45% 

SM 75.07% 

51.38%  SM + GLICEROL 0.00% 

SM + DMSO 79.07% 

4°C 

TSB 86.58% 

71.20%  

54.80%  

42.72%  82.96%  

TSB + GLICEROL 0.00% 

TSB + DMSO 77.76% 

SM 89.26% 

87.67%  SM + GLICEROL 85.44% 

SM + DMSO 88.17% 

- 20° C 

TSB 86.35% 

81.34%  

81.53%  

82.24%  78.49%  

TSB + GLICEROL 79.86% 

TSB + DMSO 78.30% 

SM 80.21% 

81.23%  SM + GLICEROL 84.63% 

SM + DMSO 78.68% 

- 80° C 

TSB 87.77% 

87.56% 

87.51%  

87.24% 88.16% 

TSB + GLICEROL 86.74% 

TSB + DMSO 88.01% 

SM 86.80% 

87.61% SM + GLICEROL 87.73% 

SM + DMSO 88.31% 

PROMEDIO DE RECUPERACIÓN 

TOTAL 
73.29%    
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Figura 13 

Análisis del bacteriófago HEc4I de Escherichia bajo diferentes condiciones de 

preservación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella en Klebsiella pneumoniae ATCC 

BAA 2814 

La cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814, se utilizó como hospedero del 

bacteriófago H33IIK de Klebsiella, el cual fue almacenado a una concentración inicial 

de 9.50×10⁹ UFP/mL, evidenciando pérdidas significativas bajo las condiciones 

evaluadas (Tabla 04). 
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Tabla 04 

Estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella, en Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814, evaluado bajo diferentes condiciones de 

preservación    

T° SOLUCIONES 
TIEMPO (DIAS) TASA DE 

RECUPERACIÓN 

AL DIA 135 (%) 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 9.50×10⁹ 2.87×10⁸ 2.18×10⁸ 1.98×10⁸ 1.47×10⁸ 1.38×10⁸ 1.22×10⁸ 8.27×10⁷ 6.30×10⁷ 3.50×10⁷ 75.61% 

TSB Y GLICEROL 9.50×10⁹ 1.70×10⁸ 1.29×10⁸ 6.50×10⁷ 1.87×10⁷ 1.75×10⁷ 9.83×10⁶ 3.00×10⁵ 3.17×10⁴ 3.87×10³ 35.95% 

TSB Y DMSO 9.50×10⁹ 3.20×10⁸ 2.17×10⁸ 1.95×10⁸ 1.30×10⁸ 1.13×10⁸ 9.97×10⁷ 8.40×10⁷ 7.67×10⁷ 6.87×10⁷ 78.54% 

SM 9.50×10⁹ 9.17×10⁸ 7.63×10⁸ 5.17×10⁸ 3.23×10⁸ 1.95×10⁸ 1.87×10⁸ 1.75×10⁸ 5.13×10⁷ 2.57×10⁷ 74.26% 

SM Y GLICEROL 9.50×10⁹ 1.56×10⁸ 8.83×10⁷ 4.50×10⁷ 2.33×10⁷ 2.19×10⁷ 1.82×10⁷ 1.31×10⁷ 2.00×10⁶ 1.15×10⁶ 60.75% 

SM Y DMSO 9.50×10⁹ 8.70×10⁸ 6.90×10⁸ 5.10×10⁸ 3.97×10⁸ 2.60×10⁸ 2.09×10⁸ 1.69×10⁸ 6.17×10⁷ 1.66×10⁷ 72.37% 

4°C 

TSB 9.50×10⁹ 5.60×10⁸ 2.42×10⁸ 2.38×10⁸ 2.18×10⁸ 2.12×10⁸ 1.96×10⁸ 1.84×10⁸ 3.47×10⁷ 2.75×10⁷ 74.55% 

TSB Y GLICEROL 9.50×10⁹ 1.75×10⁸ 8.70×10⁷ 7.50×10⁷ 7.03×10⁷ 5.20×10⁷ 2.54×10⁷ 1.20×10⁷ 2.80×10⁶ 3.33×10⁵ 55.35% 

TSB Y DMSO 9.50×10⁹ 3.87×10⁸ 1.32×10⁸ 9.80×10⁷ 8.43×10⁷ 7.00×10⁷ 3.10×10⁷ 1.97×10⁷ 1.70×10⁷ 1.53×10⁷ 72.01% 

SM 9.50×10⁹ 8.73×10⁸ 3.13×10⁸ 2.72×10⁸ 2.33×10⁸ 1.76×10⁸ 1.45×10⁸ 9.93×10⁷ 7.27×10⁷ 3.67×10⁷ 65.79% 

SM Y GLICEROL 9.50×10⁹ 3.97×10⁸ 2.24×10⁸ 1.92×10⁸ 1.73×10⁸ 1.47×10⁸ 1.31×10⁸ 1.07×10⁸ 8.87×10⁷ 6.17×10⁷ 78.07% 

SM Y DMSO 9.50×10⁹ 5.03×10⁸ 3.40×10⁸ 2.93×10⁸ 2.61×10⁸ 2.31×10⁸ 2.16×10⁸ 1.08×10⁸ 7.23×10⁷ 3.63×10⁷ 75.77% 

- 20° C 

TSB 9.50×10⁹ 1.00×10⁶ 8.73×10⁵ 4.03×10⁵ 2.18×10⁵ 1.74×10⁵ 1.23×10⁵ 1.04×10⁵ 8.67×10⁴ 4.27×10⁴ 46.40% 

TSB Y GLICEROL 9.50×10⁹ 3.43×10⁸ 7.30×10⁷ 3.80×10⁷ 2.34×10⁸ 2.03×10⁸ 1.74×10⁸ 1.12×10⁸ 6.20×10⁷ 5.90×10⁷ 77.88% 

TSB Y DMSO 9.50×10⁹ 3.43×10⁷ 8.90×10⁶ 6.50×10⁶ 4.77×10⁶ 3.83×10⁶ 2.97×10⁶ 1.99×10⁶ 8.63×10⁵ 5.83×10⁴ 47.77% 

SM 9.50×10⁹ 1.67×10⁶ 1.55×10⁵ 1.09×10⁵ 5.30×10⁴ 4.23×10⁴ 3.93×10⁴ 3.70×10⁴ 3.43×10⁴ 3.07×10⁴ 44.97% 

SM Y GLICEROL 9.50×10⁹ 4.03×10⁸ 3.80×10⁸ 3.67×10⁸ 3.40×10⁸ 3.03×10⁸ 2.85×10⁸ 2.78×10⁸ 2.73×10⁸ 2.67×10⁸ 84.45% 

SM Y DMSO 9.50×10⁹ 4.60×10⁸ 1.10×10⁸ 6.50×10⁷ 3.57×10⁶ 7.00×10⁵ 6.03×10⁵ 5.27×10⁵ 4.33×10⁵ 3.50×10⁵ 55.56% 

- 80° C 

TSB 9.50×10⁹ 2.79×10⁹ 1.35×10⁹ 6.50×10⁸ 4.67×10⁸ 3.50×10⁸ 3.40×10⁸ 3.27×10⁸ 3.07×10⁸ 2.86×10⁸ 84.75% 

TSB Y GLICEROL 9.50×10⁹ 2.60×10⁹ 1.89×10⁹ 1.15×10⁹ 4.07×10⁸ 3.23×10⁸ 2.74×10⁸ 2.58×10⁸ 2.37×10⁸ 2.04×10⁸ 83.29% 

TSB Y DMSO 9.50×10⁹ 2.83×10⁹ 7.67×10⁸ 4.97×10⁸ 3.30×10⁸ 2.97×10⁸ 2.75×10⁸ 2.63×10⁸ 2.44×10⁸ 2.34×10⁸ 83.89% 

SM 9.50×10⁹ 2.95×10⁹ 1.20×10⁹ 9.50×10⁸ 5.43×10⁸ 3.20×10⁸ 2.39×10⁸ 2.07×10⁸ 1.93×10⁸ 1.76×10⁸ 82.65% 

SM Y GLICEROL 9.50×10⁹ 3.90×10⁸ 2.79×10⁸ 2.54×10⁸ 2.25×10⁸ 2.19×10⁸ 2.04×10⁸ 1.98×10⁸ 1.46×10⁸ 1.29×10⁸ 81.28% 

SM Y DMSO 9.50×10⁹ 3.60×10⁸ 9.20×10⁷ 7.50×10⁷ 4.70×10⁷ 3.63×10⁷ 2.87×10⁷ 2.64×10⁷ 1.62×10⁷ 1.39×10⁷ 71.60% 

Nota: TA: temperatura ambiente; TSB: Caldo Tripticasa de Soja; SM: buffer SM; DMSO: dimetilsulfóxido. 

         *Se realizó las evaluaciones por triplicado, el resultado se expresó en promedio. 

         *Los valores obtenidos se expresan en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). 
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A temperatura ambiente (TA) se observó una disminución progresiva. Este 

comportamiento coincide con Selcuk et al. (2024), Cieślik et al. (2022) y Alvi et al. 

(2018), quienes reportaron pérdidas fágicas en condiciones similares, y con González et 

al. (2018), quienes observaron reducciones fágicas a temperatura ambiente 

independientemente del sistema de almacenamiento. 

Respecto a las soluciones de suspensión, el Caldo TSB mostró mejor desempeño en la 

tasa de recuperación fágica (75.61% de recuperación), con una concentración final de 

3.50×10⁷ UFP/mL. El buffer SM mostró menor tasa de recuperación (74.26% de 

recuperación), con una concentración final de 2.57×10⁷ UFP/mL. Este comportamiento 

indica que la composición proteica (peptonas y compuestos orgánicos) del Caldo TSB 

ejerce un efecto protector parcial sobre las estructuras virales, favoreciendo la estabilidad 

de la cápside frente a la desnaturalización proteica. En contraste, el buffer SM, al no 

contener proteínas nutricionales, no proporciona este efecto adicional. 

En respuesta a los crioprotectores, la adición de glicerol al 30% en las soluciones de 

suspensión evidenció reducciones en las tasas de supervivencia fágica, ya que presentó 

concentraciones finales de 3.87×10³ UFP/mL en Caldo TSB (35.95% de recuperación) y 

1.15×10⁶ UFP/mL en buffer SM (60.75% de recuperación), sin mejoras evidentes frente 

a las soluciones sin crioprotector. Por otro lado, la adición de DMSO al 10% evidenció 

mejoras en la estabilidad fágica, con concentraciones finales de 6.87×10⁷ UFP/mL en 

Caldo TSB (78.54% de recuperación) y 1.66×10⁷ UFP/mL en buffer SM (72.37% de 

recuperación), siendo relativamente mejor que el glicerol al 30%. Desde el punto de vista 

mecánico, estos resultados coinciden con Xu et al. (2023) y Xiao et al. (2022), quienes 

indican que la eficacia del glicerol y el DMSO es altamente dependiente de la 

temperatura, ya que el mecanismo de acción de los crioprotectores está orientado a la 

protección frente a la formación de cristales de hielo durante la congelación, pero no 
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frente a la desnaturalización proteica inducida por la temperatura de ambiente. 

Asimismo, Selcuk et al. (2024) señalaron que la limitada capacidad de penetración del 

glicerol, debido a la alta viscosidad del crioprotector, reduce su efectividad protectora 

frente a la desnaturalización (Figura 14).  

Figura 14 

Estabilidad del bacteriófago H33IIK, en Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814, a 

temperatura ambiente 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 08. 

 

A 4 °C, el bacteriófago H33IIK de Klebsiella presentó reducciones moderadas. Este 

comportamiento sugiere que, aunque la refrigeración reduce la inactivación, factores 

específicos del virión limitan su estabilidad.  

En relación con las soluciones de suspensión, el buffer SM evidenció una mejor tasa de 

recuperación (75.8% de recuperación) en comparación con el Caldo TSB (74.5% de 

recuperación) a los 135 días, con concentraciones finales de 3.66×10⁷ UFP/mL y 

2.75×10⁷ UFP/mL respectivamente. Esto concuerda con Baqer et al. (2023), quienes 
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evaluaron bacteriófagos de Klebsiella pneumoniae y evidenciaron que a 4°C en buffer 

SM, la reducción fágica fue ligera debido a los aportes iónicos del buffer SM; Huang et 

al. (2025) y González et al. (2018) destacan que el buffer SM ofrece mayor estabilidad 

fágica que medios complejos (medios nutricionales). Esto se debe a que, en medios 

nutricionales, la saturación proteica puede inducir la agregación de proteínas en la 

estructura del fago, comprometiendo su infectividad. Asimismo, Cieślik et al. (2022) 

señalaron que, en su estudio, a 4 °C no evidenciaron daños significativos en la 

concentración fágica de los fagos almacenados.  

En cuanto a los crioprotectores, el DMSO al 10% permitió reducir parcialmente la 

pérdida de la concentración fágica y mantener la tasa de recuperación del bacteriófago, 

se registraron concentraciones finales de 1.53×10⁷ UFP/mL en Caldo TSB (72.01% de 

recuperación) y 3.63×10⁷ UFP/mL (75.77% de recuperación) en buffer SM. Por otro 

lado, el glicerol al 30% no mejoró la tasa de recuperación del bacteriófago H33IIK de 

Klebsiella en Caldo TSB (3.33×10⁵ UFP/mL, 55.35% de recuperación) a los 135 días; 

mientras que en buffer SM se evidenció mejor estabilidad fágica, con una concentración 

final de 6.17×10⁷ UFP/mL (78.07% de recuperación) a los 135 días. Estos resultados 

coinciden con Selcuk et al. (2024), quienes señalaron que la eficacia de los 

crioprotectores depende del tipo de fago (Figura 15). 
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Figura 15 

Curva de estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella, en Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA 2814, a 4°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Los resultados del grafico se expresan en base al Anexo 08. 

 

En congelación a −20 °C, el bacteriófago H33IIK de Klebsiella evidenció una marcada 

inestabilidad fágica, con diferencias altamente significativas entre las condiciones 

evaluadas, lo que confirma su elevada susceptibilidad al daño por congelación. Esto 

concuerda con González et al. (2018), quienes señalan que la estabilidad a -20°C es 

altamente variable y depende del tipo de fago, pudiendo presentarse desde reducciones 

moderadas hasta inactivación total. 

En cuanto a las soluciones de suspensión, tanto el Caldo TSB como el buffer SM 

mostraron comportamientos desfavorables en la estabilidad fágica y tasa de recuperación 

del bacteriófago (46.4% de recuperación y 44.97% de recuperación, respectivamente), 

siendo el Caldo TSB (4.27×10⁴ UFP/mL) ligeramente superior al buffer SM (3.07×10⁴ 

UFP/mL) en ausencia de crioprotectores a los 135 días. Estos resultados confirman que 
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la congelación lenta constituye un factor determinante de la pérdida de viabilidad, debido 

a la formación de cristales de hielo que provocan la desintegración de la cápside y 

alteraciones en las proteínas estructurales, tal como ha sido descrito por Blas (2023) y 

Xu et al. (2023), quienes reportaron reducciones superiores a 4 log en condiciones 

similares, sin crioprotección. Asimismo, Huang et al. (2025) destacaron que la 

congelación lenta resulta desfavorable para la estabilidad fágica, debido a la lenta 

formación de hielo. No obstante, al incorporar crioprotectores, se observó una clara 

superioridad de estabilidad fágica del buffer SM (55.6-85.4% de recuperación) sobre el 

Caldo TSB (47.8-77.6% de recuperación), indicando una mejor afinidad del buffer SM 

con los agentes crioprotectores, debido a su composición iónica, la cual contribuye a la 

estabilidad de la cápside. 

Respecto a los crioprotectores, el glicerol al 30% demostró ser significativamente mejor 

crioprotector, manteniendo altas tasas de recuperación fágica, con concentraciones 

finales de 5.90×10⁷ UFP/mL en Caldo TSB (77.88% de recuperación) y 2.67×10⁸ 

UFP/mL en buffer SM (84.45% de recuperación); mientras que el DMSO al 10% 

evidenció una protección limitada con concentraciones finales de 5.83×10⁴ UFP/mL en 

Caldo TSB (47.77% de recuperación) y 3.50×10⁵ UFP/mL en buffer SM (55.56% de 

recuperación). Este comportamiento coincide con el de Xiao et al. (2022), quienes 

evidenciaron que el glicerol al 30% presenta una mayor eficacia que el DMSO al 10% a 

−20 °C. Asimismo, Selcuk et al. (2024) señalaron que la eficacia del crioprotector 

depende del tipo de fago, lo que explica la baja respuesta crioprotectora del DMSO al 

10% en el fago H33IIK de Klebsiella (Figura 16).  
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Figura 16 

Estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella, en Klebsiella pneumoniae ATCC 

BAA 2814, a -20°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 08. 

 

A −80 °C, se observó que la ultra congelación mantuvo tasas de recuperación altas 

mejorando notablemente estabilidad fágica. En ausencia de crioprotectores, el Caldo 

TSB mostró un mejor desempeño (2.86×10⁸ UFP/mL, 84.75% de recuperación), en 

comparación con el buffer SM (1.76×10⁸ UFP/mL, 82.65% de recuperación). Lo cual 

sugiere que, en el bacteriófago H33IIK de Klebsiella, el medio orgánico ofrece una ligera 

ventaja frente al daño por congelación. Este comportamiento está asociado a las proteínas 

y péptidos presentes en el Caldo TSB, que actúan como estabilizantes estructurales. 

Respecto al efecto de los crioprotectores, se evidenció que en Caldo TSB, tanto el glicerol 

al 30% (2.04×10⁸ UFP/mL) como el DMSO al 10% (2.34×10⁸ UFP/mL mantuvieron 

altas tasas de recuperación del bacteriófago (83.29% de recuperación y 83.89% de 

recuperación, respectivamente); mientras que en buffer SM, el glicerol al 30% mostró 
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una ligera disminución en la concentración fágica (1.29×10⁸ UFP/mL, 81.28% de 

recuperación) y el DMSO al 10% presentó una marcada disminución en la concentración 

fágica (1.39×10⁷ UFP/mL, 71.6% de recuperación). Este comportamiento indica que, en 

el fago H33IIK de Klebsiella, la interacción entre la solución de suspensión y el 

crioprotector es crítica. Esto concuerda con Xiao et al. (2022), quienes reportaron que el 

efecto del DMSO al 10% varía dependiendo de la solución de suspensión. Asimismo, 

Selcuk et al. (2024) señalaron que la eficacia del crioprotector depende del tipo de fago.  

Por otro lado, Huang et al. (2025) indicaron que, a −80 °C, la estabilidad suele ser elevada 

independientemente del medio, siempre que se minimice la formación de hielo mediante 

congelación rápida, lo cual es consistente en comparación con la recuperación observada 

a −20 °C para este fago (Figura 17).  

Figura 17 

Curva de estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella, en Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA 2814, a -80°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 08. 
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3.4 Análisis de la evaluación de estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella   

El bacteriófago H33IIK de Klebsiella mostró una estabilidad moderada pero irregular. A 

temperatura ambiente, registró una tasa de recuperación promedio del 66.25%. Sin 

embargo, su comportamiento más notable ocurrió a -20°C, donde la recuperación 

descendió a un 59.51%, siendo este su punto de menor estabilidad debido al daño por 

cristalización en medios sin protección. Al igual que las otras cepas, su rendimiento 

óptimo se alcanzó bajo condiciones de ultra congelación a -80°C, logrando estabilizarse 

con una tasa de recuperación del 81.25% (Tabla 05).  
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Tabla 05 

Promedio porcentual de la tasa de recuperación del bacteriófago H33IIK de Klebsiella 

bajo diferentes condiciones de preservación

T° SOLUCION 

BACTERIOFAGO H33IIK 

TASA DE 

RECUPERACION 

AL DIA 135 

PROMEDIO 

PORCENTUAL 

DE 

RECUPERACIÓN 

PROMEDIO 

ENTRE 

SOLUCIONES 

PROMEDIO ENTRE 

CRIOPROTECTORES 

GLICEROL 

30% 

DMSO 

10% 

TA 

TSB 75.61% 

66.25%  

63.37%  

48.35%  75.46%  

TSB + GLICEROL 35.95% 

TSB + DMSO 78.54% 

SM 74.26% 

69.13%  SM + GLICEROL 60.75% 

SM + DMSO 72.37% 

4°C 

TSB 74.55% 

70.26%  

67.30%  

66.71%  73.89%  

TSB + GLICEROL 55.35% 

TSB + DMSO 72.01% 

SM 65.79% 

73.21%  SM + GLICEROL 78.07% 

SM + DMSO 75.77% 

- 20° C 

TSB 46.40% 

59.51%  

57.35%  

81.17%  51.67%  

TSB + GLICEROL 77.88% 

TSB + DMSO 47.77% 

SM 44.97% 

61.66%  SM + GLICEROL 84.45% 

SM + DMSO 55.56% 

- 80° C 

TSB 84.75% 

81.24%  

83.98%  

82.28% 77.74% 

TSB + GLICEROL 83.29% 

TSB + DMSO 83.89% 

SM 82.65% 

78.51% SM + GLICEROL 81.28% 

SM + DMSO 71.60% 

PROMEDIO DE RECUPERACIÓN TOTAL 69.31%    
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Figura 18 

Análisis del bacteriófago H33IIK de Klebsiella bajo diferentes condiciones de preservación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella en Salmonella enterica 

La cepa de Salmonella enterica, se utilizó como hospedero del bacteriófago H93S de 

Salmonella. el cual fue almacenado a una concentración inicial de 1.92×10⁸ UFP/mL, 

mostró un comportamiento más estable a diferencia de los otros bacteriófagos evaluados 

(Tabla 06).  
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Tabla 06 

Estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, evaluado bajo diferentes condiciones de preservación. 

T° SOLUCIONES 
TIEMPO (DIAS) TASA DE 

RECUPERACIÓN 

AL DIA 135 (%) 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 1.92×10⁸ 9.45×10⁷ 7.67×10⁷ 6.90×10⁷ 6.10×10⁷ 5.73×10⁷ 5.10×10⁷ 4.63×10⁷ 3.87×10⁷ 3.33×10⁷ 90.82% 

TSB Y GLICEROL 1.92×10⁸ 9.60×10⁷ 7.97×10⁷ 6.70×10⁷ 5.75×10⁷ 5.30×10⁷ 4.70×10⁷ 3.97×10⁷ 3.20×10⁷ 2.70×10⁷ 89.73% 

TSB Y DMSO 1.92×10⁸ 1.38×10⁸ 1.32×10⁸ 1.28×10⁸ 1.22×10⁸ 1.19×10⁸ 1.15×10⁸ 1.11×10⁸ 1.07×10⁸ 1.03×10⁸ 96.74% 

SM 1.92×10⁸ 1.39×10⁸ 1.21×10⁸ 1.18×10⁸ 1.13×10⁸ 1.08×10⁸ 1.04×10⁸ 1.01×10⁸ 9.90×10⁷ 9.43×10⁷ 96.26% 

SM Y GLICEROL 1.92×10⁸ 1.02×10⁸ 9.87×10⁷ 8.90×10⁷ 8.40×10⁷ 7.80×10⁷ 6.80×10⁷ 5.70×10⁷ 4.90×10⁷ 3.30×10⁷ 90.82% 

SM Y DMSO 1.92×10⁸ 1.09×10⁸ 9.47×10⁷ 8.90×10⁷ 8.50×10⁷ 7.53×10⁷ 6.90×10⁷ 6.53×10⁷ 6.00×10⁷ 5.67×10⁷ 93.60% 

4°C 

TSB 1.92×10⁸ 1.36×10⁸ 1.12×10⁸ 9.90×10⁷ 8.70×10⁷ 7.93×10⁷ 7.10×10⁷ 6.63×10⁷ 5.80×10⁷ 5.20×10⁷ 93.24% 

TSB Y GLICEROL 1.92×10⁸ 1.31×10⁸ 1.21×10⁸ 1.08×10⁸ 9.75×10⁷ 9.30×10⁷ 8.90×10⁷ 8.33×10⁷ 8.00×10⁷ 7.70×10⁷ 95.29% 

TSB Y DMSO 1.92×10⁸ 1.25×10⁸ 1.01×10⁸ 9.75×10⁷ 8.90×10⁷ 8.33×10⁷ 7.70×10⁷ 6.97×10⁷ 6.10×10⁷ 5.33×10⁷ 93.36% 

SM 1.92×10⁸ 1.23×10⁸ 1.19×10⁸ 1.01×10⁸ 9.70×10⁷ 9.17×10⁷ 8.90×10⁷ 8.47×10⁷ 7.90×10⁷ 7.57×10⁷ 95.17% 

SM Y GLICEROL 1.92×10⁸ 1.34×10⁸ 1.21×10⁸ 1.06×10⁸ 9.80×10⁷ 9.67×10⁷ 9.20×10⁷ 8.90×10⁷ 8.50×10⁷ 8.13×10⁷ 95.53% 

SM Y DMSO 1.92×10⁸ 1.14×10⁸ 9.97×10⁷ 9.20×10⁷ 8.75×10⁷ 8.27×10⁷ 7.90×10⁷ 7.20×10⁷ 6.50×10⁷ 5.93×10⁷ 93.84% 

- 20° C 

TSB 1.92×10⁸ 1.10×10⁸ 9.43×10⁷ 8.90×10⁷ 7.34×10⁷ 7.03×10⁷ 6.40×10⁷ 5.10×10⁷ 4.30×10⁷ 3.77×10⁷ 91.55% 

TSB Y GLICEROL 1.92×10⁸ 1.11×10⁸ 9.97×10⁷ 9.30×10⁷ 8.75×10⁷ 8.30×10⁷ 7.30×10⁷ 6.53×10⁷ 5.40×10⁷ 4.47×10⁷ 92.39% 

TSB Y DMSO 1.92×10⁸ 1.01×10⁸ 9.23×10⁷ 8.70×10⁷ 7.21×10⁷ 6.37×10⁷ 5.20×10⁷ 4.43×10⁷ 3.80×10⁷ 2.47×10⁷ 89.25% 

SM 1.92×10⁸ 9.40×10⁷ 8.61×10⁷ 8.01×10⁷ 7.60×10⁷ 6.33×10⁷ 4.30×10⁷ 4.10×10⁷ 3.50×10⁷ 2.87×10⁷ 90.10% 

SM Y GLICEROL 1.92×10⁸ 8.37×10⁷ 7.60×10⁷ 6.50×10⁷ 5.95×10⁷ 5.27×10⁷ 4.90×10⁷ 4.80×10⁷ 4.75×10⁷ 4.40×10⁷ 92.27% 

SM Y DMSO 1.92×10⁸ 1.13×10⁸ 7.17×10⁷ 6.70×10⁷ 5.30×10⁷ 4.83×10⁷ 4.13×10⁷ 3.70×10⁷ 2.50×10⁷ 1.47×10⁷ 86.59% 

- 80° C 

TSB 1.92×10⁸ 2.13×10⁸ 1.08×10⁸ 9.80×10⁷ 9.33×10⁷ 8.68×10⁷ 7.90×10⁷ 7.40×10⁷ 7.13×10⁷ 6.80×10⁷ 94.57% 

TSB Y GLICEROL 1.92×10⁸ 1.60×10⁸ 8.43×10⁷ 7.60×10⁷ 6.15×10⁷ 4.90×10⁷ 4.32×10⁷ 4.03×10⁷ 3.80×10⁷ 3.37×10⁷ 90.94% 

TSB Y DMSO 1.92×10⁸ 8.63×10⁷ 7.70×10⁷ 7.20×10⁷ 6.70×10⁷ 5.60×10⁷ 4.20×10⁷ 3.77×10⁷ 1.90×10⁷ 1.00×10⁷ 84.54% 

SM 1.92×10⁸ 1.08×10⁸ 8.23×10⁷ 7.10×10⁷ 6.60×10⁷ 5.20×10⁷ 4.65×10⁷ 4.10×10⁷ 3.70×10⁷ 2.60×10⁷ 89.49% 

SM Y GLICEROL 1.92×10⁸ 8.57×10⁷ 7.97×10⁷ 7.40×10⁷ 6.97×10⁷ 6.03×10⁷ 5.80×10⁷ 4.73×10⁷ 4.01×10⁷ 3.53×10⁷ 91.18% 

SM Y DMSO 1.92×10⁸ 1.03×10⁸ 8.67×10⁷ 7.90×10⁷ 7.45×10⁷ 6.70×10⁷ 5.90×10⁷ 4.83×10⁷ 3.50×10⁷ 2.10×10⁷ 88.41% 

Nota: TA: temperatura ambiente; TSB: Caldo Tripticasa de Soja; SM: buffer SM; DMSO: dimetilsulfóxido. 

         *Se realizó las evaluaciones por triplicado, el resultado se expresó en promedio. 

         *Los valores obtenidos se expresan en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). 
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A temperatura ambiente (TA), se observaron reducciones mínimas en la estabilidad 

fágica bajo las condiciones evaluadas. En Caldo TSB, la tasa de recuperación fágica fue 

de 90.82% de recuperación, con una concentración final de 3.33×10⁷ UFP/mL; mientras 

que en el buffer SM presentó una mejoría en la tasa de recuperación fágica (96.26% de 

recuperación), ya que mantuvo una concentración final de 9.43×10⁷ UFP/mL. Esto 

confirma que el buffer SM presenta mayor estabilidad para la preservación del 

bacteriófago H93S de Salmonella. Esto concuerda con Phuong et al. (2022), quienes 

evaluaron fagos de Salmonella spp. y determinaron que el buffer SM es más estable, 

incluso sin la adición de glicerol al 50% y DMSO al 5%, ya que, en dicha investigación, 

mantuvieron un alto porcentaje de recuperación fágica (90.1% de recuperación). Esta 

tendencia confirma el efecto positivo del buffer SM gracias a la composición iónica en 

su formulación, especialmente el Mg²⁺ y Ca²⁺, los cuales contribuyen a la estabilidad de 

la cápside viral y a la preservación de la infectividad. Por otro lado, el Caldo TSB a pesar 

de su riqueza nutricional, evidenció mayor susceptibilidad a la pérdida de viabilidad 

fágica, promoviendo fenómenos como la agregación proteica y degradación de peptonas 

(Selcuk et al., 2024), lo cual compromete la integridad estructural del virión. 

Respecto a la adición de crioprotectores, el DMSO al 10% evidenció una ligera mejora 

en la estabilidad fágica, alcanzando concentraciones finales de 1.03×10⁸ UFP/mL 

(96.74% de recuperación) en Caldo TSB y 5.67×10⁷ UFP/mL (93.60% de recuperación) 

en el buffer SM. Por su parte, el glicerol al 30% mostró un comportamiento relativamente 

consistente, pero ligeramente inferior al del DMSO, ya que presentó concentraciones 

finales de 2.70×10⁷ UFP/mL (89.73% de recuperación) en Caldo TSB y de 3.30×10⁷ 

UFP/mL (90.82% de recuperación) en el buffer SM. Estos resultados sugieren que el 

efecto protector del glicerol es limitado a temperatura ambiente. En contraste, Phuong et 

al. (2022) documentaron que el buffer SM suplementado con glicerol al 50% permitió 
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mantener altos porcentajes de recuperación fágica (89.4% de recuperación), mientras que 

el DMSO al 5% mantuvo un porcentaje de recuperación menor (88.2% de recuperación), 

incluso a temperatura ambiente. Sin embargo, es importante mencionar que en el estudio 

de Phuong et al. (2022) se utilizó una concentración más alta de glicerol al 50% y una 

concentración menor de DMSO al 5%, lo que podría explicar la diferencia con los 

resultados de nuestra investigación, en la que el glicerol al 30% mostró un desempeño 

inferior al de DMSO al 10%.  De manera complementaria, Selcuk et al. (2024) señalaron 

que el glicerol puede resultar desfavorable en condiciones de temperatura no óptimas, 

debido a fenómenos de agregación de proteínas inducidos por la viscosidad del medio. 

Asimismo, Xiao et al. (2022) y Xu et al. (2023) coinciden en que la eficacia del glicerol 

es altamente dependiente de la temperatura, siendo ineficaz o incluso perjudicial fuera 

de condiciones de congelación. Así mismo, confirmaron que la estabilidad fágica 

depende de las características estructurales del fago (Figura 19). 

Estas diferencias evidencian que la eficacia del crioprotector es altamente dependiente 

de su concentración, el tipo de fago y la solución de almacenamiento. En este sentido, se 

confirmó que la elección del crioprotector influye significativamente en la viabilidad 

fágica.   
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Figura 19 

Curva de estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, a 

temperatura ambiente  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 11. 
 

A 4 °C, fago H93S de Salmonella evidenció una tasa de recuperación fágica alta y 

constante (93.24-95.53%), con reducciones menores a 1 log respecto a su concentración 

inicial (1.92×10⁸ UFP/mL). Este comportamiento evidencia una alta resistencia 

estructural, incluso en ausencia de crioprotectores.  

En cuanto a la solución de suspensión, el buffer SM evidenció mejor desempeño, 

manteniendo concentraciones fágicas cercanas al valor inicial (7.57×10⁷ UFP/mL), 

mientras que el Caldo TSB presentó reducciones ligeramente mayores (5.20×10⁷ 

UFP/mL). Este resultado refuerza el papel estabilizador del buffer SM y coincide con 

Huang et al. (2025) y Phuong et al. (2022), quienes reportaron altas tasas de recuperación 

en buffer SM. 

Respecto al uso de crioprotectores, el glicerol al 30% presentó un desempeño superior, 

manteniendo las concentraciones finales en 7.70×10⁷ UFP/mL (95.29% de recuperación) 
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en Caldo TSB y 8.13×10⁷ UFP/mL (95.53% de recuperación) en buffer SM; mientras 

que el DMSO al 10% evidenció concentraciones ligeramente menores, con 

concentraciones finales de 5.33×10⁷ UFP/mL (93.36% de recuperación) en Caldo TSB y 

5.93×10⁷ UFP/mL (93.84% de recuperación) en buffer SM. El glicerol al 30% permitió 

conservar concentraciones más altas y con menor variabilidad a diferencia del DMSO al 

10%, lo que sugiere una mayor compatibilidad con la estructura del fago. Este hallazgo 

concuerda con lo reportado por Phuong et al. (2022), quienes demostraron que el 

almacenamiento a 4°C en buffer SM suplementado con glicerol al 50% mantiene altas 

tasas de recuperación fágica (89.4% de recuperación) a diferencia del DMSO al 5% (88% 

de recuperación) y el buffer SM sin crioprotector (88.9% de recuperación). De manera 

similar, Xiao et al. (2022) reportaron que el glicerol al 30% favorece la recuperación 

fágica a 4 °C en comparación con el DMSO al 10%, reforzando la tendencia observada 

en el presente estudio (Figura 20). 

Figura 20 

Curva de estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, a 

4°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 11. 
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A -20°C, el fago H93S de Salmonella mostró una ligera disminución en la tasa de 

recuperación fágica (86.59-92.39% de recuperación), evidenciando una alta resistencia 

estructural del virión frente al estrés por congelación.  

En cuanto a las soluciones de suspensión, no se evidenciaron diferencias marcadas entre 

el Caldo TSB (3.77×10⁷ UFP/mL; 91.55%) y el buffer SM (2.87×10⁷ UFP/mL; 90.10%), 

sin crioprotectores. Este comportamiento coincide con Cieślik et al. (2022) y Bagińska 

et al. (2024), quienes reportaron que algunos fagos pueden mantenerse estables a 

temperaturas de congelación incluso sin crioprotectores, con pérdidas mínimas del título.  

Respecto a los crioprotectores, se evidenció una ligera superioridad del glicerol al 30% 

tanto en Caldo TSB (4.47×10⁷ UFP/mL; 92.39%) como en buffer SM (4.40×10⁷ 

UFP/mL; 92.27%); mientras que el DMSO al 10% mostró un menor rendimiento, con 

valores de 2.47×10⁷ UFP/mL en Caldo TSB (89.25%)  y 1.47×10⁷ UFP/mL en buffer SM 

(86.59%). Este comportamiento coincide con Xiao et al. (2022), quienes reportaron que 

el glicerol al 30% es más efectivo que el DMSO al 10% a −20 °C, y con Phuong et al. 

(2022), quienes, para fagos de Salmonella spp., observaron que el buffer SM requiere 

necesariamente la adición de glicerol al 50%, para evitar pérdidas significativas. 

Asimismo, Xu et al. (2023) señalaron que la eficacia de los crioprotectores depende del 

tipo de fago. 

A diferencia del fago H33IIK de Klebsiella, donde el crioprotector es determinante para 

evitar la inactivación, en el fago H93S de Salmonella el crioprotector presenta más un 

efecto modular, ya que su alta estabilidad está relacionada a las características propias 

del fago (Figura 21). 
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Figura 21 

Curva de estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, a     

-20°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 11. 

 

A −80 °C, se observó una ligera reducción en la tasa de recuperación fágica (84.54-

94.57%). En cuanto a las soluciones de suspensión, el Caldo TSB mostró un mejor 

desempeño (6.80×10⁷ UFP/mL, 94.57% de recuperación) en comparación con el buffer 

SM (2.60×10⁷ UFP/mL, 89.49% de recuperación), lo que sugiere un efecto protector del 

medio nutricional. Sin embargo, al incorporar crioprotectores, se evidenció una mejor 

respuesta del buffer SM sobre el Caldo TSB.  

El glicerol al 30% mostró un efecto ligeramente positivo tanto en Caldo TSB (3.37×10⁷ 

UFP/mL) como en el buffer SM (3.53×10⁷ UFP/mL); mientras que la adición de DMSO 

al 10% mostró una notable disminución en la concentración fágica en Caldo TSB 

(1.00×10⁷ UFP/mL) y buffer SM (2.10×10⁷ UFP/mL) Este comportamiento contrasta con 

lo reportado por Xu et al. (2023), quienes observaron una mayor eficacia del DMSO a 
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−80 °C, lo que refuerza la idea de que la respuesta del crioprotector depende del tipo de 

fago.  

En general, no se evidenció que el fago H93S de Salmonella presente una baja 

dependencia tanto del medio de suspensión como de los crioprotectores. Este 

comportamiento coincide con Bagińska et al. (2024) y Cieślik et al. (2022), quienes 

reportaron fagos con alta estabilidad a temperaturas de congelación profunda, incluso sin 

crioprotección (Figura 22). 

Figura 22 

Curva de estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica,    a 

-80°C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Nota: Los resultados del gráfico se expresan en base al Anexo 11. 

 

3.6 Análisis de la evaluación de estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella  

El bacteriófago H93S de Salmonella mantuvo tasas de recuperación consistentemente 

altas. A temperatura ambiente mantuvo una tasa de recuperación promedio de 93%, en 

4°C la tasa de recuperación promedio fue de 94.40%, en -20°C y -80°C se evidenció una 
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tasa de recuperación promedio de 90.36% y 89.86%, respectivamente. Este 

comportamiento sugiere que el bacteriófago H93S de Salmonella presenta una estructura 

viral altamente estable (Tabla 07).  

Tabla 07  

Promedio porcentual de la tasa de recuperación del bacteriófago H93S de Salmonella 

bajo diferentes condiciones de preservación 

 

 

T° SOLUCION 

BACTERIOFAGO H93S 

TASA DE 

RECUPERACION 

AL DIA 135 

PROMEDIO 

PORCENTUAL 

DE 

RECUPERACIÓN 

PROMEDIO 

ENTRE 

SOLUCIONES 

PROMEDIO ENTRE 

CRIOPROTECTORES 

GLICEROL 

30% 

DMSO 

10% 

TA 

TSB 90.82% 

93.00%  

92.43%  

90.28%  95.17%  

TSB + GLICEROL 89.73% 

TSB + DMSO 96.74% 

SM 96.26% 

93.56%  SM + GLICEROL 90.82% 

SM + DMSO 93.60% 

4°C 

TSB 93.24% 

94.40%  

93.96%  

95.41%  93.60%  

TSB + GLICEROL 95.29% 

TSB + DMSO 93.36% 

SM 95.17% 

94.85%  SM + GLICEROL 95.53% 

SM + DMSO 93.84% 

- 20° C 

TSB 91.55% 

90.36%  

91.06%  

92.33%  87.92%  

TSB + GLICEROL 92.39% 

TSB + DMSO 89.25% 

SM 90.10% 

89.65%  SM + GLICEROL 92.27% 

SM + DMSO 86.59% 

- 80° C 

TSB 94.57% 

89.86% 

90.02%  

91.06% 86.47% 

TSB + GLICEROL 90.94% 

TSB + DMSO 84.54% 

SM 89.49% 

89.69% SM + GLICEROL 91.18% 

SM + DMSO 88.41% 

PROMEDIO DE RECUPERACIÓN TOTAL 91.90%      
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Figura 23 

Análisis del bacteriófago H33IIK de Klebsiella bajo diferentes condiciones de 

preservación 
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CONCLUSION 

1. La estabilidad de los bacteriófagos HEc4I de Escherichia en Escherichia coli NCTC 13476, 

H33IIK de Klebsiella en Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814 y H93S de Salmonella 

en Salmonella enterica bajo diferentes condiciones de preservación, dependió de la 

interacción entre la temperatura, la solución de suspensión y los crioprotectores durante los 

135 días de almacenamiento. La tasa de recuperación de los bacteriófagos HEc4I de 

Escherichia, H33IIK de Klebsiella  y H93S de Salmonella fue de 73.31%, 69.75% y 91.90% 

respectivamente. A temperatura de -80°C los bacteriófagos HEc4I de Escherichia y H33IIK 

de Klebsiella presentaron una tasa de recuperación optima de 87.57 y  81.25% 

respectivamente, y a 4°C el bacteriófago H93S  de Salmonella presento una tasa de 

recuperación optima de 94.40% 

2. El bacteriófago HEc4I de Escherichia (3,10 × 10⁹ UFP/mL), presentó una tasa de 

recuperación promedio a temperatura ambiente de 53.07%, en Caldo TSB 54.77%, Buffer 

SM 51.37%, en DMSO al 10% fue 80.80% y en Glicerol al 30% se inactivó. A 4°C la tasa 

de recuperación promedio fue 71.23%, en DMSO al 10% fue 83.00%, Buffer SM 87.67%, 

Caldo TSB 54.80% y Glicerol al 30% fue 42.75%. A  -20°C la tasa de recuperación fue 

81,38%, en Caldo TSB 81.53%, en Buffer SM 81.23%, en glicerol al 30% fue 82,35% y en 

DMSO al 10% fue 78,50%. A  -80°C la tasa de recuperación promedio fue 87.57%, en 

buffer SM 87.63%, en Caldo TSB  87.50%, en DMSO al 10% fue 88.15% y en glicerol al 

30% fue 87.25%.  

3. El bacteriófago H33IIK de Klebsiella (9.50 × 10⁹ UFP/mL), presentó una tasa de 

recuperación promedio a temperatura ambiente de 66.27%; en caldo TSB 63.37%, en 

buffer SM 69.00%, en DMSO al 10% fue 75.45% y en glicerol al 30% fue 48.40%. A 4 °C, 

la tasa de recuperación promedio fue 71.95%; en buffer SM 76.57%, en caldo TSB 67.33%, 

en glicerol al 30% fue 66.75% y en DMSO al 10% fue 73.90%. A −20 °C, la tasa de 
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recuperación promedio fue 59.53%; en caldo TSB 57.37%, en buffer SM 61.70%, en 

glicerol al 30% fue 81.20% y en DMSO al 10% fue 51.70%. A −80 °C, la tasa de 

recuperación promedio fue 81.25%; en caldo TSB 84.00%, en buffer SM 78.50%, en 

glicerol al 30% fue 82.30% y en DMSO al 10% fue 77.75%.   

4. El bacteriófago H93S de Salmonella (1.92 × 10⁸ UFP/mL), presentó una tasa de 

recuperación promedio a temperatura ambiente de 92.98%; en caldo TSB 92.40%, en 

buffer SM 93.57%, en DMSO al 10% fue 95.15% y en glicerol al 30% fue 90.25%. A 4 °C, 

la tasa de recuperación promedio fue 94.40%; en caldo TSB 93.97%, en buffer SM 94.83%, 

en DMSO al 10% fue 95.15% y en glicerol al 30% fue 93.60%. A −20 °C, la tasa de 

recuperación promedio fue 90.37%; en caldo TSB 91.07%, en buffer SM de 89.67%, en 

glicerol al 30% fue 92.35% y en DMSO al 10% de 87.67%. A −80 °C, la tasa de 

recuperación promedio fue 89.95%; en caldo TSB 89.70%, en buffer SM 90.00%, en 

glicerol al 30% fue 91.05% y en DMSO al 10% fue 86.45%. 
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RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda realizar evaluaciones específicas para cada bacteriófago antes de definir 

sus condiciones de almacenamiento, debido a la variabilidad en su respuesta. 

2. Se recomienda evaluar los crioprotectores a diferentes concentraciones. 

3. Se aconseja ampliar el periodo de evaluación para la estabilidad de los bacteriófagos. 
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 ANEXOS 

Anexo 01 

Reactivación de la cepa Escherichia coli NCTC 13476 hospedero de HE4cI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 02 

Reactivación de la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814 hospedero de H33IIK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 03 

Reactivación de la cepa Salmonella enterica hospedero de H93S.  
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Anexo 04 

Estabilidad del bacteriófago HEc4I, hospedero de Escherichia coli NCTC 13476, bajo 

diferentes soluciones de preservación, expresado en log10. 

T° SOLUCION 
TIEMPO (DIAS) 

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 9.49 8.49 8.4 8.21 8.19 8.16 8.14 8.1 7.88 7.76 

TSB + 

GLICEROL 
9.49 6.37 5.29 4.35 2.35 1 0 0 0 0 

TSB + 

DMSO 
9.49 8.44 8.36 8.33 8.25 8.14 8.08 8.05 7.89 7.83 

SM 9.49 9.42 8.55 8.55 8.51 8.5 8.5 8.49 8.16 7.12 

SM + 

GLICEROL 
9.49 9.47 8.93 6.63 5.78 4.2 3.21 2.62 0.52 0 

SM + 

DMSO 
9.49 8.51 8.43 8.39 8.38 8.37 8.35 8.32 8.13 7.51 

4°C 

TSB 9.49 8.58 8.45 8.44 8.39 8.39 8.38 8.35 8.23 8.22 

TSB + 

GLICEROL 
9.49 5.55 4.94 4.03 3.36 3.17 2.1 1.37 0 0 

TSB + 

DMSO 
9.49 9.46 9.28 8.41 8.2 8.19 8.33 8.4 8.11 7.38 

SM 9.49 8.76 8.67 8.64 8.55 8.54 8.53 8.52 8.52 8.47 

SM + 

GLICEROL 
9.49 8.44 8.36 8.29 8.27 8.26 8.25 8.22 8.15 8.11 

SM + 

DMSO 
9.49 8.54 8.53 8.51 8.5 8.47 8.39 8.52 8.38 8.37 

- 20° C 

TSB 9.49 8.51 8.47 8.48 8.41 8.41 8.38 8.37 8.21 8.2 

TSB + 

GLICEROL 
9.49 8.35 8.29 8.21 7.98 7.91 7.9 7.78 7.62 7.58 

TSB + 

DMSO 
9.49 8.32 8.14 8.12 8.01 7.94 7.9 7.71 7.58 7.43 

SM 9.49 8.45 8.42 8.38 8.34 8.33 8.31 8.29 8.12 7.61 

SM + 

GLICEROL 
9.49 8.45 8.28 8.26 8.23 8.21 8.18 8.16 8.05 8.05 

SM + 

DMSO 
9.49 8.6 8.45 8.22 8.01 7.98 7.95 7.73 7.6 7.47 

- 80° C 

TSB 9.49 8.73 8.66 8.55 8.5 8.47 8.46 8.45 8.35 8.33 

TSB + 

GLICEROL 
9.49 8.68 8.59 8.54 8.51 8.39 8.36 8.33 8.33 8.23 

TSB + 

DMSO 
9.49 8.79 8.72 8.67 8.66 8.64 8.53 8.41 8.37 8.35 

SM 9.49 8.8 8.75 8.68 8.62 8.59 8.55 8.4 8.3 8.24 

SM + 

GLICEROL 
9.49 8.67 8.62 8.51 8.44 8.41 8.4 8.36 8.34 8.33 

SM + 

DMSO 
9.49 8.67 8.57 8.46 8.45 8.44 8.43 8.41 8.39 8.38 
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Anexo 05 

Comparaciones múltiples sobre el efecto de la solución y la temperatura en la tasa de 

recuperación del fago HEc4I. 

Solución Comparación de 

temperatura 

Media ± SD 1 Media ± SD 2 Ajustado P 

TSB TA vs 4 °C 7.76 ± 0.02 8.22 ± 0.03 0.004 

TSB TA vs −20 °C 7.76 ± 0.02 8.17 ± 0.05 0.01 

TSB TA vs −80 °C 7.76 ± 0.02 8.33 ± 0.01 <0.001 

TSB 4 °C vs −20 °C 8.22 ± 0.03 8.17 ± 0.05 0.032 

TSB 4 °C vs −80 °C 8.22 ± 0.03 8.33 ± 0.01 0.002 

TSB −20 °C vs −80 °C 8.17 ± 0.05 8.33 ± 0.01 0.001 

TSB + Glicerol TA vs 4 °C 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 ns 

TSB + Glicerol TA vs −20 °C 0.00 ± 0.00 7.58 ± 0.03 <0.001 

TSB + Glicerol TA vs −80 °C 0.00 ± 0.00 8.23 ± 0.04 <0.001 

TSB + Glicerol 4 °C vs −20 °C 0.00 ± 0.00 7.58 ± 0.03 <0.001 

TSB + Glicerol 4 °C vs −80 °C 0.00 ± 0.00 8.23 ± 0.04 <0.001 

TSB + Glicerol −20 °C vs −80 °C 7.58 ± 0.03 8.23 ± 0.04 0.014 

TSB + DMSO TA vs 4 °C 7.83 ± 0.02 7.85 ± 0.01 0.835 

TSB + DMSO TA vs −20 °C 7.83 ± 0.02 7.43 ± 0.01 0.008 

TSB + DMSO TA vs −80 °C 7.83 ± 0.02 8.35 ± 0.01 <0.001 

TSB + DMSO 4 °C vs −20 °C 7.85 ± 0.01 7.43 ± 0.01 0.001 

TSB + DMSO 4 °C vs −80 °C 7.85 ± 0.01 8.35 ± 0.01 <0.001 

TSB + DMSO −20 °C vs −80 °C 7.43 ± 0.01 8.35 ± 0.01 <0.001 

SM TA vs 4 °C 7.12 ± 0.07 8.47 ± 0.04 <0.001 

SM TA vs −20 °C 7.12 ± 0.07 7.61 ± 0.06 <0.001 

SM TA vs −80 °C 7.12 ± 0.07 8.24 ± 0.02 <0.001 

SM 4 °C vs −20 °C 8.47 ± 0.04 7.61 ± 0.06 0.002 

SM 4 °C vs −80 °C 8.47 ± 0.04 8.24 ± 0.02 0.008 

SM −20 °C vs −80 °C 7.61 ± 0.06 8.24 ± 0.02 0.01 

SM + Glicerol TA vs 4 °C 0.00 ± 0.00 8.11 ± 0.01 <0.001 

SM + Glicerol TA vs −20 °C 0.00 ± 0.00 8.03 ± 0.02 <0.001 

SM + Glicerol TA vs −80 °C 0.00 ± 0.00 8.33 ± 0.03 <0.001 

SM + Glicerol 4 °C vs −20 °C 8.11 ± 0.01 8.03 ± 0.02 0.041 

SM + Glicerol 4 °C vs −80 °C 8.11 ± 0.01 8.33 ± 0.03 0.028 

SM + Glicerol −20 °C vs −80 °C 8.03 ± 0.02 8.33 ± 0.03 0.055 

SM + DMSO TA vs 4 °C 7.51 ± 0.04 8.37 ± 0.01 <0.001 

SM + DMSO TA vs −20 °C 7.51 ± 0.04 7.47 ± 0.01 0.412 

SM + DMSO TA vs −80 °C 7.51 ± 0.04 8.38 ± 0.01 <0.001 

SM + DMSO 4 °C vs −20 °C 8.37 ± 0.01 7.47 ± 0.01 <0.001 

SM + DMSO 4 °C vs −80 °C 8.37 ± 0.01 8.38 ± 0.01 0.612 

SM + DMSO −20 °C vs −80 °C 7.47 ± 0.01 8.38 ± 0.01 <0.001 
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Anexo 06 

Estabilidad del bacteriófago HEc4I de Escherichia, en Escherichia coli NCTC 13476, 

bajo diferentes soluciones de preservación. 
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E) 

 

 

 

 

 

 

F) 

 

 

 

 

 

 

Nota: A) en Caldo TSB, B) en Caldo TSB con glicerol al 20%, C) en Caldo TSB con 

DMSO al 10%, D) en buffer SM, E) en buffer SM con glicerol al 20%, F) en buffer SM 

con DMSO 10%. 
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Anexo 07 

Registro de temperatura ambiente  

FECHA TEM (T°) FECHA TEM (T°) 

13/02/2025 18.6° 17/07/2025 18.7° 

18/02/2025 18.5° 1/08/2025 18.5° 

23/02/2025 18.4° 6/08/2025 18.4° 

28/02/2025 18.6° 11/08/2025 18.6° 

5/03/2025 18.7° 16/08/2025 18.5° 

10/03/2025 19.0° 21/08/2025 18.6° 

15/03/2025 18.8° 26/08/2025 18.8° 

20/03/2025 18.8° 31/08/2025 18.7° 

25/03/2025 18.7° 5/09/2025 18.9° 

30/03/2025 18.9° 10/09/2025 18.7° 

4/04/2025 18.9° 15/09/2025 18.8° 

9/04/2025 18.6° 20/09/2025 18.5° 

14/04/2025 18.9° 25/09/2025 18.9° 

19/04/2025 18.7° 30/09/2025 19.0° 

24/04/2025 19.1° 5/10/2025 18.9° 

29/04/2025 18.8° 10/10/2025 18.7° 

4/05/2025 18.5° 15/10/2025 18.8° 

9/05/2025 18.9° 20/10/2025 18.7° 

14/05/2025 18.8° 25/10/2025 18.7° 

19/05/2025 18.9° 30/10/2025 18.6° 

24/05/2025 18.9° 4/11/2025 18.7° 

29/05/2025 18.7° 9/11/2025 18.7° 

3/06/2025 18.9° 14/11/2025 18.8° 

8/06/2025 18.8° 19/11/2025 18.7° 

13/06/2025 18.5° 24/11/2025 18.6° 

18/06/2025 18.6° 29/11/2025 18.6° 

23/06/2025 18.8° 4/12/2025 18.7° 

28/06/2025 18.7° 9/12/2025 18.8° 

7/07/2025 18.9° 14/12/2025 19.0° 

12/07/2025 19.0° 19/12/2025 19.1° 
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Anexo 08 

Estabilidad del bacteriófago H33IIK de Klebsiella, en Klebsiella pneumoniae ATCC 

BAA 2814, bajo diferentes soluciones de preservación, expresado en log10. 

T° SOLUCION 
TIEMPO (DIAS) 

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 9,98 8,46 8,34 8,30 8,17 8,14 8,09 7,92 7,80 7,54 

TSB + 

GLICEROL 
9,98 8,23 8,11 7,81 7,27 7,24 6,99 5,48 4,50 3,59 

TSB + 

DMSO 
9,98 8,51 8,34 8,29 8,11 8,05 8,00 7,92 7,88 7,84 

SM 9,98 8,96 8,88 8,73 8,51 8,29 8,27 8,24 7,71 7,41 

SM + 

GLICEROL 
9,98 8,19 7,95 7,65 7,37 7,34 7,26 7,12 6,30 6,06 

SM + 

DMSO 
9,98 8,94 8,84 8,71 8,60 8,41 8,32 8,23 7,79 7,22 

4°C 

TSB 9,98 8,75 8,38 8,38 8,34 8,33 8,29 8,26 7,54 7,44 

TSB + 

GLICEROL 
9,98 8,24 7,94 7,88 7,85 7,72 7,40 7,08 6,45 5,52 

TSB + 

DMSO 
9,98 8,59 8,12 7,99 7,93 7,85 7,49 7,29 7,23 7,18 

SM 9,98 8,94 8,50 8,43 8,37 8,24 8,16 8,00 7,86 7,56 

SM + 

GLICEROL 
9,98 8,60 8,35 8,28 8,24 8,17 8,12 8,03 7,95 7,79 

SM + 

DMSO 
9,98 8,70 8,53 8,47 8,42 8,36 8,34 8,03 7,86 7,56 

- 20° C 

TSB 9,98 6,00 5,94 5,61 5,34 5,24 5,09 5,02 4,94 4,63 

TSB + 

GLICEROL 
9,98 8,54 7,86 8,58 8,37 8,31 8,24 8,05 7,79 7,77 

TSB + 

DMSO 
9,98 7,54 6,95 6,81 6,68 6,58 6,47 6,30 5,94 4,77 

SM 9,98 6,22 5,19 5,04 4,72 4,63 4,59 4,57 4,54 4,49 

SM + 

GLICEROL 
9,98 8,61 8,58 8,56 8,52 8,48 8,45 8,44 8,44 8,43 

SM + 

DMSO 
9,98 8,66 8,04 7,81 6,55 5,85 5,78 5,72 5,64 5,54 

- 80° C 

TSB 9,98 9,45 9,13 8,81 8,67 8,55 8,53 8,52 8,47 8,46 

TSB + 

GLICEROL 
9,98 9,41 9,28 9,06 8,61 8,51 8,44 8,41 8,38 8,31 

TSB + 

DMSO 
9,98 9,45 8,88 8,70 8,52 8,47 8,44 8,42 8,39 8,37 

SM 9,98 9,49 9,08 8,98 8,74 8,51 8,38 8,32 8,29 8,25 

SM + 

GLICEROL 
9,98 8,59 8,45 8,40 8,35 8,34 8,31 8,30 8,17 8,11 

SM + 

DMSO 
9,98 8,56 7,96 7,88 7,67 7,56 7,46 7,42 7,21 7,14 
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Anexo 09 

Estabilidad del bacteriófago H33IIK, en Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 2814, bajo 

diferentes soluciones de preservación. 
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E) 

 

 

 

 

 

 

F) 

 

 

 

 

 

 

Nota: A) en Caldo TSB, B) en Caldo TSB con glicerol al 20%, C) en Caldo TSB con 

DMSO al 10%, D) en buffer SM, E) en buffer SM con glicerol al 20%, F) en buffer SM 

con DMSO 10%. 
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Anexo 10 

Comparaciones múltiples sobre el efecto de la solución y la temperatura en la tasa de 

recuperación del fago H33IIK de Klebsiella. 

Solution Temperature 

comparison 

Mean ± SD 1 Mean ± SD 2 P 

ajustad

o 

TSB TA vs 4 °C 7.54 ± 0.03 7.44 ± 0.05 0.812 

TSB TA vs −20 °C 7.54 ± 0.03 4.63 ± 0.12 <0.001 

TSB TA vs −80 °C 7.54 ± 0.03 8.46 ± 0.04 0.021 

TSB 4 °C vs −20 °C 7.44 ± 0.05 4.63 ± 0.12 <0.001 

TSB 4 °C vs −80 °C 7.44 ± 0.05 8.46 ± 0.04 0.017 

TSB −20 °C vs −80 °C 4.63 ± 0.12 8.46 ± 0.04 <0.001 

TSB + Glicerol TA vs 4 °C 3.59 ± 0.08 5.52 ± 0.11 <0.001 

TSB + Glicerol TA vs −20 °C 3.59 ± 0.08 7.77 ± 0.04 <0.001 

TSB + Glicerol TA vs −80 °C 3.59 ± 0.08 8.31 ± 0.03 <0.001 

TSB + Glicerol 4 °C vs −20 °C 5.52 ± 0.11 7.77 ± 0.04 <0.001 

TSB + Glicerol 4 °C vs −80 °C 5.52 ± 0.11 8.31 ± 0.03 <0.001 

TSB + Glicerol −20 °C vs −80 °C 7.77 ± 0.04 8.31 ± 0.03 0.094 

TSB + DMSO TA vs 4 °C 7.84 ± 0.05 7.18 ± 0.04 0.041 

TSB + DMSO TA vs −20 °C 7.84 ± 0.05 4.77 ± 0.07 <0.001 

TSB + DMSO TA vs −80 °C 7.84 ± 0.05 8.37 ± 0.05 0.062 

TSB + DMSO 4 °C vs −20 °C 7.18 ± 0.04 4.77 ± 0.07 <0.001 

TSB + DMSO 4 °C vs −80 °C 7.18 ± 0.04 8.37 ± 0.05 0.033 

TSB + DMSO −20 °C vs −80 °C 4.77 ± 0.07 8.37 ± 0.05 <0.001 

SM TA vs 4 °C 7.41 ± 0.04 7.56 ± 0.03 0.742 

SM TA vs −20 °C 7.41 ± 0.04 4.49 ± 0.09 <0.001 

SM TA vs −80 °C 7.41 ± 0.04 8.25 ± 0.04 0.028 

SM 4 °C vs −20 °C 7.56 ± 0.03 4.49 ± 0.09 <0.001 

SM 4 °C vs −80 °C 7.56 ± 0.03 8.25 ± 0.04 0.036 

SM −20 °C vs −80 °C 4.49 ± 0.09 8.25 ± 0.04 <0.001 

SM + Glicerol TA vs 4 °C 6.06 ± 0.06 7.79 ± 0.04 <0.001 

SM + Glicerol TA vs −20 °C 6.06 ± 0.06 8.43 ± 0.05 <0.001 

SM + Glicerol TA vs −80 °C 6.06 ± 0.06 8.11 ± 0.04 <0.001 

SM + Glicerol 4 °C vs −20 °C 7.79 ± 0.04 8.43 ± 0.05 0.031 

SM + Glicerol 4 °C vs −80 °C 7.79 ± 0.04 8.11 ± 0.04 0.188 

SM + Glicerol −20 °C vs −80 °C 8.43 ± 0.05 8.11 ± 0.04 0.209 

SM + DMSO TA vs 4 °C 7.22 ± 0.05 7.56 ± 0.04 0.214 

SM + DMSO TA vs −20 °C 7.22 ± 0.05 5.54 ± 0.06 <0.001 

SM + DMSO TA vs −80 °C 7.22 ± 0.05 7.14 ± 0.04 0.903 

SM + DMSO 4 °C vs −20 °C 7.56 ± 0.04 5.54 ± 0.06 <0.001 

SM + DMSO 4 °C vs −80 °C 7.56 ± 0.04 7.14 ± 0.04 0.097 

SM + DMSO −20 °C vs −80 °C 5.54 ± 0.06 7.14 ± 0.04 <0.001 
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Anexo 11 

Estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, bajo 

diferentes soluciones de preservación, expresado en log10. 

T° SOLUCION 
TIEMPO (DIAS) 

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 

TA 

TSB 8.28 7.98 7.88 7.84 7.79 7.76 7.71 7.67 7.59 7.52 

TSB + 

GLICEROL 
8.28 7.98 7.9 7.83 7.76 7.72 7.67 7.6 7.51 7.43 

TSB + 

DMSO 
8.28 8.14 8.12 8.11 8.09 8.08 8.06 8.05 8.03 8.01 

SM 8.28 8.14 8.08 8.07 8.05 8.03 8.02 8 8 7.97 

SM + 

GLICEROL 
8.28 8.01 7.99 7.95 7.92 7.89 7.83 7.76 7.69 7.52 

SM + DMSO 8.28 8.04 7.98 7.95 7.93 7.88 7.84 7.82 7.78 7.75 

4°C  

TSB 8.28 8.13 8.05 8 7.94 7.9 7.85 7.82 7.76 7.72 

TSB + 

GLICEROL 
8.28 8.12 8.08 8.03 7.99 7.97 7.95 7.92 7.9 7.89 

TSB + 

DMSO 
8.28 8.1 8 7.99 7.95 7.92 7.89 7.84 7.79 7.73 

SM 8.28 8.09 8.08 8 7.99 7.96 7.95 7.93 7.9 7.88 

SM + 

GLICEROL 
8.28 8.13 8.08 8.03 7.99 7.99 7.96 7.95 7.93 7.91 

SM + DMSO 8.28 8.06 8 7.96 7.94 7.92 7.9 7.86 7.81 7.77 

- 20° C 

TSB 8.28 8.04 7.97 7.95 7.87 7.85 7.81 7.71 7.63 7.58 

TSB + 

GLICEROL 
8.28 8.05 8 7.97 7.94 7.92 7.86 7.82 7.73 7.65 

TSB + 

DMSO 
8.28 8 7.97 7.94 7.86 7.8 7.72 7.65 7.58 7.39 

SM 8.28 7.97 7.94 7.9 7.88 7.8 7.63 7.61 7.54 7.46 

SM + 

GLICEROL 
8.28 7.92 7.88 7.81 7.77 7.72 7.69 7.68 7.68 7.64 

SM + DMSO 8.28 8.05 7.86 7.83 7.72 7.68 7.62 7.57 7.4 7.17 

- 80° C 

TSB 8.28 8.33 8.03 7.99 7.97 7.94 7.9 7.87 7.85 7.83 

TSB + 

GLICEROL 
8.28 8.2 7.93 7.88 7.79 7.69 7.64 7.61 7.58 7.53 

TSB + 

DMSO 
8.28 7.94 7.89 7.86 7.83 7.75 7.62 7.58 7.28 6.12 

SM 8.28 8.03 7.92 7.85 7.82 7.72 7.67 7.61 7.57 7.41 

SM + 

GLICEROL 
8.28 7.93 7.9 7.87 7.84 7.78 7.76 7.67 7.6 7.55 

SM + DMSO 8.28 8.01 7.94 7.9 7.87 7.83 7.77 7.68 7.54 7.32 
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Anexo 12 

Estabilidad del bacteriófago H93S de Salmonella, en Salmonella enterica, bajo 

diferentes soluciones de preservación. 
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E) 

 

 

 

 

 

 

Nota: A) en Caldo TSB, B) en Caldo TSB con glicerol al 20%, C) en Caldo TSB con 

DMSO al 10%, D) en buffer SM con glicerol al 20%, E) en  buffer SM con DMSO 10%. 
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Anexo 13 

Comparaciones múltiples sobre el efecto de la solución y la temperatura en la tasa de 

recuperación del fago H93S de Salmonella. 

Solución Tem. comparación Mean ± SD 1 Mean ± SD 2 P ajustado 

TSB TA vs 4 °C 7.52 ± 0.02 7.71 ± 0.10 0.118 

TSB TA vs −20 °C 7.52 ± 0.02 7.57 ± 0.06 0.721 

TSB TA vs −80 °C 7.52 ± 0.02 7.83 ± 0.08 0.021 

TSB 4 °C vs −20 °C 7.71 ± 0.10 7.57 ± 0.06 0.334 

TSB 4 °C vs −80 °C 7.71 ± 0.10 7.83 ± 0.08 0.412 

TSB −20 °C vs −80 °C 7.57 ± 0.06 7.83 ± 0.08 0.048 

TSB + Glicerol TA vs 4 °C 7.43 ± 0.06 7.88 ± 0.05 0.003 

TSB + Glicerol TA vs −20 °C 7.43 ± 0.06 7.64 ± 0.11 0.172 

TSB + Glicerol TA vs −80 °C 7.43 ± 0.06 7.52 ± 0.07 0.531 

TSB + Glicerol 4 °C vs −20 °C 7.88 ± 0.05 7.64 ± 0.11 0.041 

TSB + Glicerol 4 °C vs −80 °C 7.88 ± 0.05 7.52 ± 0.07 0.008 

TSB + Glicerol −20 °C vs −80 °C 7.64 ± 0.11 7.52 ± 0.07 0.337 

TSB + DMSO TA vs 4 °C 8.01 ± 0.03 7.73 ± 0.05 0.028 

TSB + DMSO TA vs −20 °C 8.01 ± 0.03 7.38 ± 0.11 <0.001 

TSB + DMSO TA vs −80 °C 8.01 ± 0.03 6.00 ± 0.00 <0.001 

TSB + DMSO 4 °C vs −20 °C 7.73 ± 0.05 7.38 ± 0.11 0.009 

TSB + DMSO 4 °C vs −80 °C 7.73 ± 0.05 6.00 ± 0.00 <0.001 

TSB + DMSO −20 °C vs −80 °C 7.38 ± 0.11 6.00 ± 0.00 <0.001 

SM TA vs 4 °C 7.97 ± 0.06 7.88 ± 0.02 0.482 

SM TA vs −20 °C 7.97 ± 0.06 7.46 ± 0.03 <0.001 

SM TA vs −80 °C 7.97 ± 0.06 7.40 ± 0.13 <0.001 

SM 4 °C vs −20 °C 7.88 ± 0.02 7.46 ± 0.03 0.003 

SM 4 °C vs −80 °C 7.88 ± 0.02 7.40 ± 0.13 0.002 

SM −20 °C vs −80 °C 7.46 ± 0.03 7.40 ± 0.13 0.812 

SM + Glicerol TA vs 4 °C 7.49 ± 0.19 7.91 ± 0.06 0.016 

SM + Glicerol TA vs −20 °C 7.49 ± 0.19 7.64 ± 0.08 0.441 

SM + Glicerol TA vs −80 °C 7.49 ± 0.19 7.54 ± 0.08 0.911 

SM + Glicerol 4 °C vs −20 °C 7.91 ± 0.06 7.64 ± 0.08 0.027 

SM + Glicerol 4 °C vs −80 °C 7.91 ± 0.06 7.54 ± 0.08 0.011 

SM + Glicerol −20 °C vs −80 °C 7.64 ± 0.08 7.54 ± 0.08 0.584 

SM + DMSO TA vs 4 °C 7.75 ± 0.08 7.77 ± 0.04 0.964 

SM + DMSO TA vs −20 °C 7.75 ± 0.08 7.16 ± 0.06 <0.001 

SM + DMSO TA vs −80 °C 7.75 ± 0.08 7.31 ± 0.11 0.002 

SM + DMSO 4 °C vs −20 °C 7.77 ± 0.04 7.16 ± 0.06 <0.001 

SM + DMSO 4 °C vs −80 °C 7.77 ± 0.04 7.31 ± 0.11 0.003 

SM + DMSO −20 °C vs −80 °C 7.16 ± 0.06 7.31 ± 0.11 0.251 
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Anexo 14 

Ficha técnica de información de Escherichia coli NCTC 13476 
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Anexo 15 

Ficha técnica de información de Klebsiella pneumoniae BAA 2814 
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Anexo 16 

Purificación de bacteriófago 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 17 

Diluciones seriadas para el ensayo de bicapa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

116 

 

 

Anexo 18 

Ensayo de bicapa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 19 

Almacenamiento de bacteriófagos  
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Anexo 20 

incubación de las placas  
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